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PRINCIPALI ABBREVIAZIONI UTILIZZATE 
ADH    Alcool Deidrogenasi 
ALDH    Aldeide Deidrogenasi 
AKR    Aldo-cheto Reduttasi 
AKR1B1 (AR)  Aldoso Reduttasi 
CysGly-HNE    Cisteinilglicina-HNE  
DHN    1,4-diidrossi-2-nonene   
GPx    Glutatione Perossidasi 
GSH     Glutatione 
GS-DHN   Glutatione -1,4-diidrossinonane  
GS-HNA   Glutatione - acido 4-idrossinonanoico 
GS-HNE    Glutatione- 4-idrossinonanale 
GST     Glutatione S-transferasi 
HNE     4-idrossi-2,3-nonenale 
HNA    Acido 4-idrossi-2,3-nonenoico 
LPO     Perossidazione lipidica 
PUFA     Acidi grassi polinsaturi 
RNS    Specie Reattive dell’Azoto 
ROOH    Idroperossido lipidico 
ROS     Specie Reattive dell’Ossigeno 
SOD    Superossido Dismutasi 
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RIASSUNTO 
Il 4-idrossi-2,3-nonenale (HNE) è una delle aldeide più reattive prodotte dal processo di  
perossidazione lipidica (LPO).  L’HNE è implicata in numerosi processi cellulari e un numero 
sempre crescente di studi ne conferma il ruolo di “secondo messaggero” del danno ossidativo.  
Nelle cellule di mammifero il catabolismo dei prodotti della perossidazione lipidica è 
mediato dalle glutatione-S-transferasi (GSTs) e da diverse attività ossidoreduttasiche. 
Nel metabolismo dell’HNE le attività ossidoreduttasiche NAD(P)+ e NAD(P)H dipendenti coinvolte 
sono: le aldeide deidrogenasi (ALDHs) che ossidano l’HNE ad acido 4-idrossi-2-nonenoico (HNA), 
l’alcool deidrogenasi (ADHs) e le aldo-cheto reduttasi (AKRs), in particolare l’aldoso reduttasi 
(AKR1B1), che riducono l’HNE a 1,4-diidrossi-2-nonene (DHN).  
Un ruolo centrale nella detossificazione dell’HNE è svolto dall’enzima glutatione-S-transferasi 
(GST) che promuove la coniugazione del glutatione (GSH) con l’HNE per formare GS-HNE; l’ 
addotto formatosi è ridotto a GS-DHN da attività aldo-cheto reduttasiche, tra cui l’aldoso reduttasi, 
o ossidato a GS-HNA da attività aldeide deidrogenasiche.  
Lo studio dei possibili pathways enzimatici coinvolti nei processi di detossificazione 
dell’HNE sono stati condotti in cellule di astrocitoma umano (ADF), in cui un abbondante 
contenuto lipidico, in particolare di PUFAs, e un contesto redox cellulare alterato come quello 
tumorale, realizzano le condizioni basali che predispongono un tessuto cerebrale tumorale ai 
processi di perossidazione lipidica.   
Dati preliminari avevano evidenziato come, in conseguenza all’esposizione di ADF a successive 
aggiunte nel mezzo di incubazione di H2O2 150 μM e 200 μM, si osservava una significativa 
riduzione di attività deidrogenasiche NAD
+ 
 dipendenti probabilmente associata ad una modifica 
tiolo dipendente.   
I dati più significativi, ottenuti da studi ulteriori condotti in questo lavoro di tesi, derivano 
dall’analisi del pattern enzimatico cellulare implicato nella difesa da condizioni di stress ossidativo 
che ha evidenziato un’attività deidrogenasica NADP+  dipendente utilizzando come substrato 
l’addotto GS-HNE. 
Le cellule della linea in esame sono state esposte a differenti trattamenti di H2O2 ed HNE per dose e 
tempi controllati, valutando inizialmente l’effettiva rimozione di queste specie dal mezzo di 
incubazione. E’ stata quindi valutata la risposta cellulare in termini di vitalità cellulare, carica 
energetica ed effetto sulle principali attività enzimatiche implicate nel metabolismo dell’HNE.
   
ABSTRACT 
4-hydroxy-2-nonenal (HNE) is one of the main lipid peroxidation (LPO) products.  A large 
number of evidences have been shown the implication of HNE as “secondary messenger” in the  
oxidative insult.  
Mammalian cells have adapted different metabolic routes for the inactivation of LPO 
products to non-reactive or less reactive species. The two main biotransformation enzyme groups 
are glutathione S-transferases (GSTs) and oxidoreductases.  
There are several cellular oxidoreductase activities capable of metabolizing HNE to less reactive 
compounds as a detoxification mechanism. Enzymes reported to be involved in HNE metabolism 
include: aldehyde dehydrogenase (ALDH) which oxidizes HNE to form 4-hydroxy-2-nonenoic acid 
(HNA), alcohol dehydrogenase (ADH), and aldo-keto reductase (AKR), in particular aldose 
reductase (AKR1B1), both of which reduce HNE to form 1,4-dihydroxynonene (DHN).  
Glutathione S-transferases (GSTs) are known to play a role in the detoxification of HNE by the 
formation of an HNE-glutathione (GS-HNE) adduct, that is reduced to GS-DHN or oxidized to GS-
HNA in reactions catalyzed respectively by AKRs, including aldose reductase, and ALDHs . 
Human astrocytoma cells (ADF) have been used as a model of the possible enzymatic pathways 
involved in HNE detoxification process for their abundant lipid content, in particular PUFAs, and 
an altered cellular redox contest like a tumoral one, accomplish the basic conditions which arrange a 
tumoral cerebral tissue to the lipid peroxidation. 
Preliminary data had showed how, as a result of the exposition of ADF to sequential addition of 150 
μM and 200 μM H2O2  to the incubation medium, a significant reduction of NAD
+
 dependent 
dehydrogenase activity, probably connected to a thiol dependent modification, was observed. 
The most relevant data, obtained from further studies brought on this thesis, come from the analysis 
of the cellular enzymatic pattern involved in the oxidative stress defence which pointed out a 
marked NADP
+
 dependent dehydrogenase activity on GS-HNE adduct. 
ADF cells have been exposed to different treatments with H2O2 and HNE verifying the efficient 
removal of these species from the incubation medium. Cellular response to the oxidative stress has 
been evaluated in terms of cell viability, energy charge and modulation of the enzymatic pathways 
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1    LO STRESS OSSIDATIVO E I RADICALI LIBERI 
Nel corso degli anni ’70 l’interesse della comunità scientifica si è progressivamente rivolto a 
allo studio di processi ossido-riduttivi che nella cellula non sono direttamente correlati alla 
respirazione. 
L’identificazione nel 1969 dell’enzima superossido dismutasi (SOD), la caratterizzazione della 
chimica del glutatione (GSH), basata su scambi di tipo tiolo-disolfuro, unica nel suo genere in 
rapporto alle conoscenze del tempo, e la successiva scoperta nel 1973 dell’enzima glutatione 
perossidasi (GPx), introducono, sebbene in maniera puramente descrittiva, il concetto di “stress 
ossidativo” come elemento cardine nella citotossicità necrotica. 
Oggi, con il termine “stress ossidativo” viene designata una situazione dinamica in cui uno 
squilibrio tra specie pro-ossidanti, in eccesso, e antiossidanti, in difetto, può influenzare 
indirettamente il fenotipo cellulare, andando ad agire su biomolecole che possiedono gruppi 
sensibili allo stato redox della cellula  (Sies 1991). 
Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) e le specie reattive dell’azoto (RNS) sono prodotti 
del normale metabolismo cellulare, il cui duplice ruolo, nei sistemi viventi, è oramai ben conosciuto 
(Valko et al. 2006): bassi livelli di ROS determinano un aumento della progressione del ciclo 
cellulare, mentre livelli più elevati ne causano l’arresto e successivamente necrosi o apoptosi 
(Boonstra J 2004). Alte concentrazioni di ROS risultano potenzialmente tossiche per la cellula 
poiché possono indurre danni molecolari irreversibili, quali l’ossidazione di polifenoli, 
catecolammine e tioli, l’inattivazione di enzimi, l’ossidazione di proteine, DNA e lipidi di 
membrana. Tali alterazioni sono spesso alla base di numerosi stati patologici come la senescenza, 
l’aterosclerosi, la neurodegenerazione, il diabete, l’ischemia ed il cancro.  
Nei sistemi cellulari, i ruoli contrastanti dei radicali liberi portano all’istaurarsi di un 
delicato equilibrio, preservato da meccanismi definiti nel complesso come “regolazione redox”, che 
esercitano un’azione protettiva nei confronti dello stress ossidativo e garantiscono l’omeostasi 
redox attraverso il controllo dello stato ossido-riduttivo in vivo (Droge 2002). 
Recentemente un considerevole numero di evidenze ha mostrato che i sistemi cellulari, oltre ad aver 
sviluppato una modesta tolleranza nei confronti di queste specie radicaliche, hanno evoluto anche 
meccanismi di signaling cellulare mediati dalle stesse. Pertanto, il mantenimento dell’omeostasi dei 
livelli intracellulari di ROS è cruciale per la sopravvivenza e la normale crescita cellulare (Barrera 
2012). 
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1.1 Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) 
La capacità dell’ossigeno di generare specie reattive è insita nella sua struttura elettronica: 
nel suo stato fondamentale (Fig. 1 Ground-state) l’ossigeno diatomico (O2)  è esso stesso un 
radicale, con due elettroni spaiati, localizzati ciascuno in un orbitale di antilegame π* e aventi lo 
stesso numero quantico di spin (Halliwell and Gutteridge 1984). 
 
 
Fig. 1 Configurazione elettronica dell’ossigeno diatomico nei diversi stati di riduzione. 
 Le frecce  rappresentano gli elettroni e la loro direzione, lo spin (+ ½; - ½).  
Adattato da (Halliwell and Gutteridge 1984) 
 
La reazione dell'ossigeno con le biomolecole è, dunque, soggetta a restrizione di spin: gli elettroni 
acquisiti dall’O2 nell’ossidazione di un atomo o di una molecola, devono necessariamente 
avere spin paralleli per poter completare gli orbitali π*, in accordo con il principio di esclusione di 
Pauli (per cui un orbitale può contenere al massimo due elettroni aventi spin antiparalleli). La 
presenza dei due elettroni spaiati con spin parallelo nell’orbitale esterno costituisce, quindi, una 
barriera all’inserimento di coppie di elettroni nella molecola di ossigeno (Bindoli and Cavallini 
1980), ritardandone la reazione con le molecole biologiche (Halliwell and Gutteridge 1984). Tale 
restrizione può essere superata per acquisizione di un singolo elettrone per volta, con la 
concomitante formazione di prodotti intermedi parzialmente ridotti dell’ossigeno, indicati con 
l’acronimo ROS (Reactive Oxygen Species). Si tratta di molecole caratterizzate da una reattività più 
o meno spiccata, che varia da quella moderata dell’anione superossido (O2
•-
) a quella più accentuata 
del radicale idrossile (OH•). 
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Sebbene i radicali liberi dell’ossigeno siano prodotti del normale metabolismo cellulare, anche 
agenti esogeni possono contribuire all’aumento dei loro livelli intracellulari: radiazioni ionizzanti, 
inquinanti a base di composti clorurati, ioni metallici possono, direttamente o indirettamente, 
generare specie reattive dell’ossigeno (Valko et al. 2006). Inoltre, radiazioni ultraviolette, che 
inducono la formazione di ossigeno singoletto (
1
O2) (Masaki 2010), ed il fumo di sigaretta 
(Valavanidis et al. 2009), si annoverano tra le principali cause esterne dell’eccessivo incremento di 
ROS nell’organismo. 
1.1.1 Anione superossido (O2•-) 
L’anione superossido (O2•-) è il risultato della riduzione univalente dell’ossigeno diatomico 
(Miller et al. 1990). Processi spontanei, che si verificano in prossimità della membrana 
mitocondriale interna (Cadenas and Sies 1998), e catalizzati sia da enzimi che metalli (Valko et al. 
2005) ne presiedono la formazione. In particolare, l’anione superossido può generarsi:  
- per il trasferimento di elettroni, che occasionalmente sfuggono ai complessi della catena di 
trasporto mitocondriale, all’ossigeno molecolare; 
- nel corso di ossidazioni metallo-dipendenti di neurotrasmettitori, quali adrenalina e  
noradrenalina, e di alcuni composti tiolici; 
- per produzione diretta nel corso di alcune reazioni catalizzate da ossidoreduttasi quali la 
xantina ossidasi, implicata nel metabolismo delle basi azotate (Nedergaard and Dirnagl 
2005; Kuppusamy and Zweier 1989), la lipossigenasi e la ciclossigenasi, enzimi chiave  
della sintesi dei trombossani e delle prostaglandine (Nordberg and Arner 2001; Wei et al. 
1985) ; 
- nei processi di stimolazione delle cellule fagocitarie del sistema immunitario (macrofagi, 
monociti e granulociti neutrofili) volti alla eliminazione di diversi ceppi batterici mediante il 
rilascio di radicali liberi e specie ossidanti (Valko et al. 2007). Enzima chiave del burst 
ossidativo è la nicotinammide adenin dinucleotide fosfato (NADPH) ossidasi, proteina 
ampiamente caratterizzata nei neutrofili, dove esplica la sua funzione rilasciando O2•- 
necessario per la distruzione dei batteri (Valko et al. 2007). 
 
La citotossicità dell’anione superossido è parzialmente limitata dalla sua carica negativa, che ne 
ostacola la diffusione attraverso la membrana mitocondriale, e da processi di dismutazione (1) che 
possono avvenire sia spontaneamente (Allen 1977) sia in reazioni catalizzate da enzimi appartenenti 
alla famiglia delle superossido dismutasi (SOD). Questi sono tra i principali antiossidanti presenti 
nei sistemi biologici e si sono evoluti in modo da assumere una carica di superficie tale da facilitare 
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l'utilizzo di O2•- come substrato (Getzoff et al. 1983), aumentando la velocità della reazione, 
rispetto a quella che si realizza spontaneamente, di circa 4 ordini di grandezza : 
 
 2O2•- + 2H
+ → O2 + H2O2
      
(1)
 
   
1.1.2 Perossido di idrogeno (H2O2) 
Dalla reazione di dismutazione, si forma perossido di idrogeno, specie reattiva dell’ossigeno 
non radicalica, che viene rapidamente neutralizzato dagli enzimi catalasi (2) e glutatione perossidasi 
(3): 
        H2O2 + 2 H
+ 
   
CAT
    2 H2O                           (2) 
H2O2 + 2 GSH   
GPx
    2 H2O + GSSG      (3)        
                   
Pur non essendo una molecola particolarmente reattiva, l’H2O2  riveste un ruolo importante nei 
sistemi cellulari, sottolineato dalla sua capacità di diffondere velocemente attraverso le membrane 
biologiche raggiungendo altri distretti dove può attivare processi perossidativi. Come intermedio, 
inoltre, il perossido di idrogeno partecipa a reazioni che inducono la formazione di ROS altamente 
reattivi, in modo particolare il radicale idrossile (OH•).  
1.1.3 Radicale idrossile (OH•) 
Con un’emivita di soli 10−9 s circa (Pastor et al. 2000), il radicale idrossile presenta una 
reattività tale da poter reagire in vivo in prossimità del sito di formazione (entro pochi Angström). 
Fatta eccezione dell’OH• prodotto dall’eccessiva esposizione a radiazioni ionizzanti, gran parte del 
radicale idrossile formatosi in vivo, deriva dall’interazione dell’H2O2  con metalli (M
n+







 (Walling 1982) o Co
2+
 (Gutteridge and Bannister 1986), secondo l’equazione di seguito 
riportata: 
 
                                                  M
n+
 + H2O2 → M
(n+1)+
 + OH• + OH-                                              (4) 
 
Sebbene anche alcuni complessi del vanadio, del rame e del nichel possano generare OH• da 
H2O2  (Quinlan et al. 1992; Sunderman 1987), probabilmente soltanto le reazioni dipendenti da 
ferro (II) e rame (I) avvengono in vivo in condizioni normali. In quest’ottica, tra le possibili 
decomposizioni del H2O2 metallo-dipendenti, notevole attenzione è stata attribuita alla reazione di 
Fenton (Walling 1982):  
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         Fe
2+
 + H2O2 → Fe
3+
+ OH• + OH-   (5)
     
In condizioni di stress, l’anione superossido oltre ad indurre il rilascio di ferro (II) da alcuni enzimi, 
può anche reagire riducendo il ferro (III) e rendendo quindi il ferro (II) nuovamente disponibile per 
la reazione di Fenton. Viene favorita, dunque, un’ulteriore produzione di OH•, attraverso un 





 + H2O2 → Fe
3+
+ OH• + OH- (6) 
                                                      Fe
3+
 +  O2
•- 
 →  Fe2++ O2 (7) 
                                                    H2O2 +  O2
•- 
 → OH• + OH- + O2  (8) 
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2 LE DIFESE ANTIOSSIDANTI: SISTEMI DI DIFESA ENZIMATICI E NON 
ENZIMATICI 
A fronte di una pericolosa, seppur fisiologica, produzione di specie reattive dell’ossigeno, la 
cellula ha sviluppato un complesso sistema antiossidante, che attraverso meccanismi enzimatici e 
non, è in grado di proteggere le molecole biologiche. 
I sistemi di difesa enzimatici includono proteine quali la superossido dismutasi (SOD), la glutatione 
perossidasi (GPx) e la catalasi (CAT); i sistemi di difesa non enzimatici sono rappresentati 
dall’acido ascorbico (Vitamina C), dall’α-tocoferolo (Vitamina E), dal glutatione (GSH), da 
carotenoidi, flavonoidi e altri antiossidanti.   
2.1 Sistemi di difesa enzimatici 
2.1.2   Superossido dismutasi (SOD) 
La superossido dismutasi (SOD) catalizza, come già riferito, la reazione di dismutazione 
dell’anione superossido, ed è presente nelle cellule eucariote in tre isoforme: 
 SOD1, localizzata nel citosol e nello spazio mitocondriale intermembrana (Liou et al. 1993), 
è un dimero contenente rame e zinco (Cu/Zn- SOD); 
 SOD2, o più comunemente nota come manganese superossido dismutasi (Mn-SOD), è 
un’isoforma tetramerica ad esclusiva localizzazione mitocondriale (Barra et al. 1984),  
considerata la principale barriera di difesa nel metabolismo dell’ossigeno (Weisiger and 
Fridovich 1973) 
 SOD3, superossido dismutasi extracellulare (Ec-SOD), è un enzima a rame e zinco 
tetramerico sintetizzato solamente da alcuni tipi cellulari, in particolare i fibroblasti e le 
cellule endoteliali, da cui è espressa sulla superficie cellulare in associazione con gli eparan 
solfati (Marklund et al. 1982). 
 
2.1.3   Catalasi (CAT) 
Il perossido di idrogeno, prodotto dalla reazione di dismutazione, può essere inattivato da 
due differenti enzimi, la catalasi (CAT) e la glutatione perossidasi (GPx), rispettivamente secondo 
le equazioni (2) e (3). 
La catalasi (ossidoreduttasi del perossido di idrogeno) è un enzima tetramerico, le cui singole 
subunità legano un gruppo prostetico eme, contenente un atomo di ferro che consente la reazione 
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dell’enzima con il perossido di idrogeno (Kirkman et al. 1987). Questa emoproteina è 
preferenzialmente localizzata nei perossisomi, organelli che contengono enzimi che generano con la 
loro attività H2O2, e dove la catalasi stessa provvede alla dismutazione del perossido di idrogeno in 
acqua e ossigeno molecolare, prevenendo probabilmente l’accumulo di questo composto tossico 
(Valko et al. 2007): 
 
  Catalasi-Fe (III) + 2 H2O2→ Catalasi-Fe (II) + 2 H2O + O2 (2.1)  
2.1.4   Glutatione Perossidasi (GPx) 
Ad oggi, nelle cellule di mammifero sono state identificate otto differenti isoforme della 
glutatione perossidasi (GPx 1-8), tutte caratterizzate dalla presenza di un residuo di seleniocisteina 
nel sito attivo, ed implicate nella riduzione del perossido di idrogeno e degli idroperossidi organici. 
La GPx esiste anche in una forma insolubile associata alle membrane (fosfolipide idroperossido 
glutatione perossidasi), coinvolta preferenzialmente nella riduzione di fosfolipidi idroperossidi 
(Saito et al. 1999). 
La reazione catalizzata presenta specificità soltanto per il donatore di elettroni, il glutatione (GSH), 
mentre l’idroperossido può essere rappresentato sia dal perossido di idrogeno (5) sia da 
idroperossidi derivati da acidi grassi e steroidi: 
 
 ROOH + 2GSH → ROH + GSSG + H2O     (9)  
 
Tale aspetto rende la glutatione perossidasi uno tra gli enzimi più versatili esistenti nella cellula. 
Dunque, l’attività della glutatione perossidasi dipende dalla disponibilità intracellulare di glutatione 
ridotto (GSH), a sua volta garantita dall’attività dell’enzima glutatione reduttasi (GR), che sfrutta il 
potere riducente del NADPH prodotto nella via dei pentosi fosfati per la riduzione del glutatione 
ossidato (GSSG): 
 
 GSSG + NADPH + H
+
 → 2 GSH + NADP+    (10) 
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2.2. Sistemi di difesa non enzimatici 
I sistemi di difesa non enzimatici sono rappresentati da molecole a basso peso molecolare, in 
grado di arrestare la propagazione della reazione radicalica o di trasformarsi in radicali stabili grazie 
alle loro proprietà chimiche. 
2.2.1 Antiossidanti esogeni: l’ α-tocoferolo (Vit E) 
Considerato il principale antiossidante liposolubile della membrana cellulare (Burton and Ingold 
1989), la Vitamina E (Fig. 2) è presente in otto differenti forme, di cui la più attiva nell’uomo è l’α-
tocoferolo (Valko et al. 2006).  
 
Fig. 2 Reazione della Vitamina E con le specie radicaliche. 
a) Reazione di terminazione; b)Propagazione  del radicale α-tocoferossile. 
 
L’α- tocoferolo, localizzandosi a livello della membrana plasmatica, ha un ruolo fondamentale nel 
prevenire l’ossidazione degli acidi grassi polinsaturi, evento chiave nello sviluppo del processo 
di perossidazione lipidica, scatenato dall’azione di radicali liberi. Il radicale α-tocoferossile, 
prodotto per reazione con molecole radicaliche, è stabilizzato per risonanza e può reagire con 
il coenzima Q10, con la Vitamina C o il glutatione in un processo di ossidoriduzione con la 
formazione di α-tocoferolo (Valko et al. 2006). 
2.2.2 Antiossidanti esogeni: l’acido ascorbico (Vit C) 
La Vitamina C è una molecola idrosolubile la cui azione come antiossidante, descritta nel paragrafo 
2.2.1, è volta alla rigenerazione della forma non radicalica della Vitamina E (Kojo 2004; Carr and 
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Frei 1999). L’acido ascorbico è un acido biprotico (AscH2), presente per il 99.9% in forma 
monoprotica AscH
-
 a pH fisiologico (Valko et al. 2006), e soltanto in piccolissima parte in forma 
completamente dissociata (Asc
2-
). Dunque, ad agire come antiossidante è la forma parzialmente 
dissociata dell’acido ascorbico (AscH-), che per reazione con i radicali liberi forma il radicale 
ascorbile (AscH•). Con un pK di -0.86, l’AscH•  è presente nella cellula in forma deprotonata, come 
radicale semidiidroascorbato (Asc
•-





   Fig. 3. Le diverse forme dell’acido ascorbico (Vitamina C) e la loro reazione con i radicali (R•). 
Adattato da (Valko et al. 2006) 
 
2.2.3 Antiossidanti endogeni: i tioli 
Un gruppo importante di antiossidanti non enzimatici è rappresentato del glutatione (GSH), 
dalla tioredoxina (TRx), dalla glutaredoxina (GRx) e dalla perossiredoxina (Prx). Queste molecole 
sono tra i principali antiossidanti coinvolti nel mantenimento dell’omeostasi redox cellulare grazie 
alla presenza di gruppi tiolici liberi. 
2.2.3.1  Antiossidanti tiolici— Il Glutatione (GSH) 
Il più importante antiossidante tiolico e “tampone redox” cellulare è il glutatione (Masella et 
al. 2005), un tripeptide (Fig.4) caratterizzato dalla presenza di un legame isopeptidico tra il gruppo 
carbossilico della catena laterale del glutammato (γCOO-) e il gruppo amminico della cisteina (-
NH2). Il glutatione (GSH, γ-L-glutamil-L-cisteinilglicina) è presente a livello intracellulare nel 
citosol (1-11 mM), nel nucleo (3-15 mM), nei mitocondri (5-11 mM) e nel reticolo endoplasmatico 
ed è considerato il maggiore antiossidante solubile in questi compartimenti cellulari (Valko et al. 
2006). 
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Fig. 4 Struttura chimica del glutatione ridotto (GSH) ed ossidato (GSSG). 
Adattato da (Valko et al. 2006) 
 
La biosintesi del glutatione si realizza in vivo in due reazioni successive che richiedono l’intervento 
di due differenti enzimi (Fig.5). La γ-glutamilcisteina (γ-GluCys) sintetasi utilizza glutammato e 
cisteina come substrati per formare il dipeptide γ-GluCys, a cui è aggiunto un residuo di glicina per 
azione dell’enzima glutatione sintetasi. La biosintesi del GSH è accompagnata dal consumo di due 
molecole di ATP, cosubstrato di ambedue gli enzimi, e il bilancio tra sintesi e consumo del 
glutatione è garantito da un’inibizione a feedback esercitata dal GSH stesso sulla γ-GluCys sintetasi 
(Richman and Meister 1975; Misra and Griffith 1998).  
 
 
Fig. 5 Metabolismo del glutatione. Reazioni catalizzate da: (1) γ-GluCys sintetasi ; (2) glutatione sintetasi; (3) 
ectoenzima γGT;  (4)  peptidasi;  (5) glutatione-S-trasferasi (GST). X rappresenta un accettore del glutammato 
trasferito dal GSH mediante la γGT. La GST coniuga il GSH intracellulare con xenobiotici o composti endogeni 
(rappresentati con Y). Questi addotti sono, a loro volta, substrati della γGT. Adattato da (Dringen et al. 2000). 
 
Oltre a rivestire un ruolo di prim’ordine come antiossidante, il GSH rappresenta anche una forma di 
trasporto e storage della cisteina, è coinvolto nei processi di detossificazione degli xenobiotici ed è 
un cofattore nelle reazioni di isomerizzazione (Gerlach et al. 1994; Meister and Anderson 1983). 
Poiché la biosintesi del GSH avviene nel citosol, la sua localizzazione a livello mitocondriale 
richiede la presenza di un trasportatore di membrana. Ad oggi, sono due le proteine carrier 
mitocondriali, agenti con meccanismo antiporto, ad aver mostrato la capacità di trasportare il GSH:  
la proteina carrier del dicarbossilato e la proteina carrier del 2-oxoglutarato.   
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A pH fisiologico, il gruppo sulfidrilico (-SH) della cisteina, che ha pK di dissociazione di 
8.3, è sempre presente in forma dissociata, come solfuro (-S
-
), e può fungere da donatore di elettroni. 
In presenza di specie radicaliche, l’azione antiossidante dei composti tiolici risiede proprio nella 
capacità dell’atomo di zolfo di ripristinare facilmente la perdita di un singolo elettrone. La vita del 
radicale così generato, il radicale tiile (GS•), può essere significativamente più lunga di molti altri 
radicali generati durante lo stress ossidativo (Valko et al. 2006). 
I radicali GS• generati possono dimerizzare per formare un prodotto non radicalico, ovvero la forma 
ossidata del glutatione, il GSSG: 
 GS• + GS• → GSSG  (11)  
 
Il glutatione ossidato (GSSG) è accumulato all’interno delle cellule e il rapporto GSH/GSSG è un 
buon indice di stress ossidativo nell’organismo (Hwang et al. 1992). 
Il GSH esplica la sua funzione antiossidante a più livelli: (i) è un cofattore di diversi enzimi di 
detossificazione contro lo stress ossidativo, come la glutatione perossidasi (GPx) e la glutatione-S-
transferasi (GST); (ii) partecipa al trasporto degli amminoacidi attraverso le membrane plasmatiche; 
(iii) esercita un’azione di scavanger nei confronti del radicale idrossile e dell’ossigeno singoletto, 
media la detossificazione del perossido di idrogeno e dei lipoperossidi attraverso l’azione catalitica 
della glutatione perossidasi (GPx); (iv) è in grado di rigenerare i più importanti antiossidanti, 
vitamina C ed E dalle loro forme ossidate (Valko et al. 2006), capacità quest’ultima che dipende 
dallo stato redox della coppia glutatione disolfuro-glutatione (Pastore et al. 2003) 
Il glutatione all’interno della cellula va incontro ad un fisiologico turnover secondo quello 
che è il ciclo del γ-glutammile. Il glutatione viene trasportato all’esterno della cellula dove l’ecto-
enzima γ-glutammiltranspeptidasi (γ-GT) catalizza il trasferimento del glutammato dal GSH 
extracellulare o dai suoi coniugati, ad una molecola accettrice X (Fig. 5), portando alla formazione 
di composti γ-Glu-X e del dipeptide CysGly o dei suoi coniugati (Taniguchi and Ikeda 1998). Le 
peptidasi idrolizzano il dipeptide CysGly a cisteina e glicina, aminoacidi che possono quindi essere 
riutilizzati per la sintesi del GSH (Fig. 5). 
2.2.3.2  Antiossidanti tiolici— Il sistema della tioredoxina, TRx, TRx-S2/TRx-(SH)2 
 
La tioredoxina (TRx) è una piccola proteina citoplasmatica ad attività ossidoreduttasica, che 
contiene due residui di cisteina in forma ridotta nel sito attivo altamente conservato (Cys–Gly–Pro–
Cys); questi residui possono passare dallo stato ridotto a quello ossidato, formando un disolfuro 
intramolecolare a seguito di reazioni redox con molteplici proteine (Valko et al. 2006). 
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Il ponte disolfuro della TRx- S2 è nuovamente ridotto ad opera della tioredoxina reduttasi (Boonstra 
J), che sfrutta il potere riducente del NADPH per riformare TRx-(SH)2: 
 
 TR- S2 +NADPH + H
+
 → TR-(SH)2 +NADP+ (12) 
 TRx- S2 + TR-(SH)2 →  TRx-(SH)2 +TR- S2 (13) 
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3 EFFETTI CELLULARI DELLO STRESS OSSIDATIVO  
Lo stress ossidativo è quella particolare condizione della cellula dipendente da uno squilibrio 
nella produzione di ROS e/o RNS ed i meccanismi di difesa antiossidante. L'effetto si traduce in un 
danno a livello cellulare associato ad una modifica nella struttura di lipidi, proteine ed acidi nucleici. 
3.1 L’ossidazione del DNA 
Il radicale idrossile (OH•) è noto per la sua capacità di reagire con tutti i componenti del DNA, 
danneggiando sia le basi che lo scheletro carbonioso del deossiribosio (Dizdaroglu et al. 2002). 
Modificazioni permanenti del materiale genetico indotte dal “danno ossidativo” rappresentano il 
primo step nei processi di  mutagenesi, carcinogenesi e invecchiamento (Valko et al. 2006). 
Ad oggi, sono stati identificati oltre un centinaio di prodotti generati dall’azione dei radicali liberi 
sul DNA. In particolare i ROS, oltre ad indurre modificazioni delle basi puriniche e pirimidiniche, 
possono mediare rotture a singolo e doppio filamento del DNA, provocando l’arresto o l’induzione 
della trascrizione, attivando pathway di segnalazione intracellulari, errori di replicazione ed 
instabilità genomica, tutti aspetti associati al processo di carcinogenesi (Marnett 2000; Cooke et al. 
2003). Un buon marcatore biologico di stress ossidativo e un potenziale marker della carcinogenesi 
è rappresentato dall’8-idrossiguanosina (8-OHdG) (Valko et al. 2006). In cellule umane normali, 
l’ossidazione della guanosina a 8-OHdG ricorre approssimativamente ogni 105 residui di guanosina 
(Valko et al. 2006). Se il DNA non venisse correttamente riparato prima del processo di 
replicazione, la presenza dell’ 8-OHdG determinerebbe la trasversione da G:C a T:A, causa di 




Fig. 6. Reazione della guanina (G) con il radicale idrossile. 
Adattato da (Valko et al. 2006) 
 
 Il danno ossidativo non riguarda esclusivamente il DNA nucleare, ma sono ormai numerose le 
evidenze che sostengono il coinvolgimento del DNA mitocondriale (mt-DNA), sottoposto ad 
ossidazione, nei processi di carcinogenesi (Inoue et al. 2003). La maggiore suscettibilità del mt-
DNA rispetto al DNA nucleare all’ossidazione è dipendente da diversi fattori: (i) in condizioni  
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fisiologiche, ∼5% di ossigeno utilizzato dai mitocondri viene convertito ad anione superossido e 
successivamente a perossido di idrogeno; (ii) i sistemi di riparo dell’mt-DNA sono meno efficienti; 
(iii) il DNA mitocondriale non è protetto dagli istoni. Come molecole implicate nei processi di 
signaling cellulare, il perossido di idrogeno e altre specie reattive dell’ossigeno mediano 
l’attivazione di geni nucleari coinvolti nella biogenesi mitocondriale, nella trascrizione e 
replicazione del genoma mitocondriale e inducono la sovraespressione di enzimi coinvolti nel 
meccanismo di riparazione del DNA. 
3.2 L’ossidazione delle proteine  
La modificazione ossidativa delle proteine da parte di specie reattive dell'ossigeno (Jian et al.) è 
implicata nell'eziologia o nella progressione di un gran numero di alterazioni fisiologiche e di 




Fig. 7 Regolazione dei processi ossidativi mediati da agenti pro-ossidanti, antiossidanti e attività proteolitiche. 
Adattato da (Stadtman and Berlett 1997) 
  
Conseguenza diretta dello sbilanciamento tra i vari agenti pro-ossidanti e antiossidanti, determinato 
sia da fattori genetici che ambientali, è l’istaurarsi di condizioni favorevoli all'ossidazione delle 
proteine e quindi al danno biologico. Se esistono efficienti meccanismi del riparo nei confronti del 
danno ossidativo degli acidi nucleici, la riparazione del danno ossidativo delle proteine sembra 
essere limitata alla riduzione dei residui aminoacidici contenenti atomi di zolfo ossidati ed in 
particolare di ponti disolfuro fra due cisteine ad opera del glutatione e della riduzione della 
metionina ossidata a metionina solfossido, che può essere riconvertita nella forma ridotta dalla 
metionina solfossido reduttasi (MSR). Le proteine ossidate possono quindi accumularsi all'interno 
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della cellula e ciò secondo un meccanismo dipendente anche dalla concentrazione e dall'attività dei 
sistemi proteolitici in grado di degradare le forme ossidate delle proteine. 
Le modificazioni covalenti che si realizzano a livello della struttura primaria di una proteina, con 
conseguente alterazione dell’organizzazione delle strutture superiori, sono strettamente correlate al 
tipo di specie reattive implicate, e quindi alle condizioni ossidative istauratesi nella cellula. In 
presenza dei radicali OH• e O2
•-
, formatesi per azione di radiazioni ionizzanti o di alte 




 (Valko et al. 2006), si possono verificare 
modificazione a carico dello scheletro dello proteina, con conseguente idrolisi del legame peptidico 
(Stadtman 2001). A livello molecolare, tale modificazione ossidativa ha inizio con la sottrazione da 
parte del radicale OH• di un atomo di idrogeno alfa da un qualsiasi residuo aminoacidico lungo la 
catena polipeptidica, per formare un derivato radicalico centrato sul carbonio in alfa, R•, seguito 
dall'addizione di O2
 
con la formazione di un radicale perossile, ROO• (Stadtman 1990; Davies 
1987). L'interazione di questa specie con l’OH• genera un radicale alcossilico, RO•, della proteina 
che può a sua volta subire il taglio del legame peptidico o reagire ulteriormente con O2 per dare un 
derivato idrossilico.  
In conseguenza della rottura dei legami peptidici sulle proteine si formano prodotti ossidati delle 
proteine ricchi in gruppi carbonilici. Potenziali target dei ROS sono anche le catene laterali dei  
residui aminoacidici contenenti zolfo, quali cisteina e metionina, particolarmente sensibili 
all'ossidazione operata dai ROS, sebbene, come già citato precedentemente, queste modifiche siano 
reversibili. I residui di fenilalanina vengono convertiti in mono- e diidrossi- derivati, e i residui di 
tirosina in 3,4-diidrossifenilalanina (prodotto più comunemente noto come “dopa”). I residui di 
lisina, arginina, prolina e treonina sono particolarmente sensibili all'ossidazione catalizzata dai 
metalli, dando come prodotto derivati carbonilici. Un’ulteriore importante via di formazione di 
gruppi carbonilici, da parte di catene laterali aminoacidiche, è la serie di reazioni secondarie che 
possono avere luogo con i prodotti della perossidazione dei lipidi, quali, ad esempio, il 4-idrossi-
2,3-nonenale (HNE). Poiché la formazione di derivati carbonilici delle catene laterali di residui 
aminoacidici delle proteine rappresenta uno dei più consistenti fenomeni ossidativi mediati da 
specie reattive dell'ossigeno, spesso la determinazione del contenuto di gruppi carbonilici delle 
proteine è considerata una misura largamente accettata del danno prodotto in condizioni di stress 
ossidativo, di invecchiamento o di disfunzioni fisiologiche. 
3.3 La perossidazione lipidica 
Lo stress ossidativo e la conseguente perossidazione lipidica sono implicati in numerosi stati 
patologici quali l’infiammazione, l’aterosclerosi, la neurodegenerazione e il cancro (Gueraud et al. 
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2010). Fattori esogeni e/o endogeni quali enzimi, ioni metallici, radiazioni UV, calore, farmaci, ed 
in particolare specie reattive dell’ossigeno (Jian et al. 2007) e dell’azoto (RSN)  possono innescare 
il processo di perossidazione lipidica (LPO), che può dipendere da meccanismi diversi, classificati 
come enzimatici, non enzimatici non mediati da radicali liberi, non enzimatici mediati da radicali 
liberi (Niki et al. 2005).  
Largamente studiata è la perossidazione lipidica degli acidi grassi polinsaturi (PUFAs) (Gueraud et 
al. 2010), processo non enzimatico mediato da radicali liberi:  il principale bersaglio dei ROS è, 
infatti, rappresentato dalla componente fosfolipidica delle membrane biologiche e delle lipoproteine 
plasmatiche (Halliwell and Gutteridge 1990), ed in particolare dagli acidi grassi polinsaturi 
(PUFAs). Tra questi ultimi, l'acido linoleico (18:2), l’omega 6 (ω6) a catena più corta, è il più 
abbondante in vivo nelle piante ed essenziale nei mammiferi, mentre l’acido arachidonico (20:4), 
anch'esso (ω6), riveste un ruolo cruciale nella risposta infiammatoria (Gueraud et al. 2010), essendo 
il precursore di prostaglandine e trombossani.  
3.3.1 Perossidazione dei PUFA: meccanismo e prodotti secondari principali 
La perossidazione degli acidi grassi polinsaturi avviene in tre fasi (Porter et al. 1995) (Fig. 8): 
 Attivazione: per estrazione di un atomo di idrogeno da un gruppo metilenico adiacente a un 
doppio legame dalla catena alchilica dell’acido grasso polinsaturo, si forma un radicale 
centrato su un atomo di carbonio (L•). 
 Propagazione: il radicale lipidico, che subisce una parziale stabilizzazione, trasformandosi 
nel radicale di un diene coniugato, può reagire con l’ossigeno molecolare per formare un 
radicale perossilico (LOO•), che a sua volta può estrarre un idrogeno da un acido grasso 
adiacente formando un radicale alchilico (R•),  e un idroperossido lipidico (LOOH).  
 Terminazione: per interazione tra due specie radicaliche o per intervento di composti 
antiossidanti si ha l’annichilimento del processo. 
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Fig. 8. Sequenza di reazioni a catena della perossidazione lipida (LPO) 
 
Gli idroperossidi (LOOH), possono andar incontro a un processo di decomposizione che ha come 
conseguenza la perdita di grassi polinsaturi, con evidenti ripercussioni sulla permeabilità e fluidità 
del bilayer lipidico (Gueraud et al. 2010). La scissione omolitica degli idroperossidi determina la 
formazione di una varietà di composti reattivi, tra cui aldeidi α,β-insature.  
Le classi di aldeide prodotte sono: 2-alchenali, 4-idrossi-2-alchenali, e chetoaldeidi (Uchida 2003). 
In Fig.10 sono illustrati i principali prodotti diffusibili derivati dall’ossidazione dell’acido linoleico: 
4-idrossi-2-nonenale (HNE), malondialdeide (MDA) and 4-oxo-2-nonenale (Shamberger et al.).  
Le numerose molecole elettrofile prodotte dal processo perossidativo possono reagire rapidamente 
con DNA e proteine ed i metaboliti, generati durante i meccanismi di riparo del DNA per rimuovere 
gli addotti con le aldeide reattive, possono essere monitorati nelle urine e utilizzati come marcatori 
tumorali (Blair 2008). 
 
3.3.1.1 Prodotti secondari: Malondialdeide (MDA) 
La scoperta che la malondialdeide (MDA, Fig. 9), presente nei tessuti animali, fosse un 
prodotto di terminazione della perossidazione lipidica, generato in carenza di antiossidanti, risale al 
1974. Nel medesimo studio si dimostrava, inoltre, che la somministrazione di questa aldeide a 
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modelli murini causava la comparsa del cancro (Shamberger et al. 1974). Potendo diffondere 
all’interno della cellula, allontanandosi dal suo sito di formazione (Jacobs and Marnett 2010), la 
MDA rappresenta un pericoloso elettrofilo in grado di interagire con acidi nucleici e proteine, 
stabilendo, ad esempio, legami con gruppi sulfidrilici. Il rilevamento di addotti della MDA nelle 
cellule umane (Blair 2008),  ne ha permesso l’utilizzo quale marker dello stress ossidativo (Yildirim 
et al.). 
 Circa la formazione della malondialdeide, sono stati proposti diversi meccanismi (Esterbauer et al. 
1991), che presuppongono la presenza di endoperossidi ciclici come possibili intermedi di reazioni 




Fig. 9 Principali prodotti diffusibili derivati dall’ossidazione dell’acido linoleico: 4-idrossi-2-nonenale (HNE), 
malondialdeide (MDA) and 4-oxo-2-nonenale (Shamberger et al.).  
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3.3.1.2 Prodotti secondari: 4-oxo-2-nonenale (ONE) 
Noto per la sua elevata genotossicità (Dawson and Dawson 2003), il 4-oxo-2-nonenale 
(ONE) è uno dei principali prodotti della perossidazione lipidica (Fig. 9), che reagisce con le basi 
del DNA per formare un addotto etene-DNA. Conseguentemente al fallimento dei meccanismi di 
riparazione, la lesione al DNA così prodotta, si traduce in una mutazione o nell’attivazione dei 
fenomeni apoptotici (Dawson and Dawson 2003).  
L’elevata reattività dell’ONE si manifesta non soltanto a livello di DNA, ma anche a livello di 
proteine: i residui di cisteina, istidina e lisina sono suscettibili all’attacco di questa aldeide, il che 
suggerirebbe un possibile coinvolgimento dell’ONE nella formazione di cross-link proteici (Lin et 
al. 2005).  
L’importanza attribuita, sebbene di recente, all’ONE deriva dalla constatazione che tale aldeide sia 
più neurotossica, anche a concentrazioni relativamente basse (3 -10µM) dell'HNE (Lin et al. 2005) 
e ciò è mediato da una maggiore reattività dell’ONE per il gruppo imidazolico dell'istidina e 
sulfidrilico della cisteina (Gueraud et al. 2010).  
Si ritiene che i livelli di ONE intracellulare siano paragonabili a quelli dell’HNE, che come 
riportato in diversi lavori, può raggiungere, in alcuni tessuti, concentrazioni dell’ordine dei 
millimolare (Lee and Blair 2000).   
 
3.3.1.3 Prodotti secondari: 4-idrossi-2- nonenale (HNE) e il signaling cellulare 
Il 4-idrossi-2,3-nonenale (HNE, Fig. 9) è chimicamente classificato come un composto 
altamente reattivo, appartenente alla classe dei 4-idrossi-2-alchenali.  L’HNE è una delle aldeidi più 
tossiche prodotte dalla perossidazione degli acidi grassi ω6, i cui effetti citotossici e genotossici 
sono stati ampiamente riportati (Eckl et al. 1993). 
Cellule sottoposte a condizioni di stress ossidativo mostrano elevati livelli di HNE: in condizioni 
fisiologiche i livelli di HNE riportati sono compresi tra 0.1 μM – 3 μM , mentre concentrazioni più 
elevate, sino a 4,5 mM, sono state rilevate in prossimità del bilayer lipidico di microsomi isolati da 
cellule sottoposte a perossidazione lipidica (Esterbauer et al. 1991). 
L’elevata reattività dell’HNE è dovuta alla presenza di 3 gruppi funzionali: un gruppo aldeidico 
(CHO), un doppio legame tra C2 = C3, un gruppo ossidrilico (OH) sull’atomo di carbonio  in 
posizione 4, formando un sistema coniugato, che rende il C-3 suscettibile all’attacco nucleofilo 
mediante una reazione conosciuta come addizione di Michael. Il gruppo ossidrilico è elettron-
donatore e mediante effetto induttivo rafforza il sito di addizione di Michael. Di 
  
conseguenza, residui di cisteina, lisina e istidina possono reagire con l’HNE formando addotti 
proteine-HNE (Fig 10). 
 
 
Fig.10 Reazioni dell’HNE con le catene laterale di residui  Cys, Lys e His.  
Adattato da (Jacobs and Marnett 2010) 
 
 
L’addotto di Michael può ciclizzare formando un emiacetale, che ha la capacità di stabilire un 
cross-link tra residui di lisina (Fig. 10). L’HNE potrebbe anche reagire con i residui di lisina dando 
luogo ad una base di Shiff, sebbene però questa reazione sia quantitativamente meno significativa 
rispetto all’addizione di Michael (Jacobs and Marnett 2010).  
Oltre che con le proteine, l’HNE può reagire con gli acidi nucleici per formare addotti mediante due 
distinte vie: per reazione dell’HNE con il gruppo –NH2 in posizione C-2 della guanosina si formerà 
l’addotto di Michael; in presenza di perossidi, invece, l’HNE viene ossidata ad epossido e può 
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A)                                                                               B) 
          
 
Fig.11 Reazione dell’HNE con il DNA.  
A) Formazione dell’addotto con la guanosina. B) Reazione dell’HNE-epossido con la guanosina.  
B) Adattato da (Schaur 2003) 
 
 
Una delle principali conseguenze della formazione di questi addotti HNE-proteine è l’inibizione 
dell’attività  di alcuni enzimi, della sintesi e degradazione proteica, con conseguente alterazione dei 
profili di trasduzione del segnale ed espressione genica (Esterbauer 1993). Tuttavia in condizioni 
fisiologiche l’HNE è stato ritrovato nei tessuti e nel plasma a basse concentrazioni, tra gli 0.2μM e i 
2.8μM (Esterbauer et al. 1991), ed il suo ruolo attivo consisterebbe in un coinvolgimento nei 
fenomeni di “signaling” andando ad influenzare una serie di processi cellulari, come l’apoptosi, il 
differenziamento e la proliferazione cellulare (Yang et al. 2003; Parola et al. 1999). 
Se per molto tempo l’HNE è stato considerato solamente come il prodotto finale tossico 
della LPO, oggi diverse evidenze sperimentali suggeriscono che svolga il ruolo di molecola 
bioattiva in condizioni fisiopatologiche, influenzando e modulando diverse funzioni cellulari come 
la trasduzione del segnale, l’espressione genica, la proliferazione cellulare, l’apoptosi e il 
differenziamento cellulare . 
Di notevole interesse è l’effetto concentrazione-dipendente con cui l’HNE può influenzare la 
regolazione del ciclo cellulare: è stato infatti dimostrato che basse concentrazioni di HNE inducono 
proliferazione (Ruef et al. 1998; Cheng et al. 1999), mentre alti livelli sono coinvolti nel 
differenziamento cellulare e nell’apoptosi (Cheng et al. 1999; Cheng et al. 2001a; Cheng et al. 
2001b; Kruman et al. 1997; Soh et al. 2000). L’azione dell’HNE come molecola segnale, in 
fenomeni apoptotici, è mediata: (i) dall’interazione con Bcl-2, membro dei regolatori anti-apoptotici 
(Reagan et al. 2000), (ii) attraverso l’attivazione di sensori dello stress (p53, JNK) (Gueraud et al. 
2010), (iii) dal legame diretto con proteine regolatorie del processo apoptotico (Fas, p53) (Gueraud 
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et al. 2010). Inoltre, è stato dimostrato il coinvolgimento dell’HNE nella modulazione 
dell’espressione di vari geni, tra cui PKCβII, c-myc, protocollagene di tipo I, aldoso reduttasi (AR), 
TGFβ1 e γ-GluCys sintetasi (Yang et al. 2003) . 
Di particolare rilevanza risulta quindi la regolazione della concentrazione intracellulare dell’HNE 
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4 PATHWAYS METABOLICI DELL’HNE 
 Nelle cellule di mammifero il catabolismo dei prodotti della LPO è mediato dalle glutatione-
S-transferasi (GSTs) e da diverse attività ossidoreduttasiche. 
Nel metabolismo dell’HNE in particolare (Fig. 13) le attività ossidoreduttasiche NAD(P)+ e 
NAD(P)H dipendenti coinvolte sono: le aldeide deidrogenasi (ALDHs) che ossidano l’HNE ad 
acido 4-idrossi-2-nonenoico (HNA), l’alcool deidrogenasi (ADH) e le aldo-cheto reduttasi (AKRs), 
in particolare l’aldoso reduttasi (AKR1B1), riducono l’HNE a 1,4-diidrossi-2-nonene (DHN).  
L’HNA può andare incontro a β-ossidazione a livello mitocondriale oppure può essere 
ulteriormente metabolizzato dal citocromo P450 4A formando metaboliti omega idrossilati e omega 





Fig.12 Metabolismo ossidativo dell’HNE mediato dal Citocromo P450 4A.  
Adattato da (Gueraud et al. 1999) 
 
 
Come già riportato precedentemente un ruolo centrale nella detossificazione dell’HNE è svolto 
dall’enzima glutatione-S-transferasi (GST) che promuove la coniugazione del glutatione (GSH) con 
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l’HNE per formare l’addotto GS-HNE, substrato delle AKRs, tra cui l’aldoso reduttasi, ma non 
dell’ADH per la riduzione a  GS-DHN e delle ALDHs che lo ossidano GS-HNA (Fig. 13).  
 
 
Fig 12. Principali pathway metabolici dell’HNE. 
*GSHNE e GSHNEAcid (GS-HNA) possono rispettivamente formare un emiacetale ciclico e un lattone per 
disidratazione. Adattato da (Meyer et al. 2004) 
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4.1 Glutatione-S-trasferasi (GSTs) 
Le glutatione-S-transferasi sono una classe di enzimi ubiquitari e ampiamente distribuiti 
nell’organismo umano, noti per il loro coinvolgimento nei processi di detossificazione cellulare, 
catalizzando l’attacco nucleofilo del glutatione ridotto (GSH) al gruppo elettrofilo di numerosi 
composti tossici di origine endogena o xenobiotici. Tra i substrati esogeni per le GSTs ci sono 
pesticidi, farmaci, intermedi industriali e carcinogeni; questi substrati elettrofili comprendono 
epossidi, alogenuri alchilici e arilici, esteri, chinoni e composti carbonilici α,β-insaturi (Hayes and 
Pulford 1995). I composti di origine endogena sono, invece, rappresentati prevalentemente da ROS 
e altri prodotti dello stress ossidativo.  
Sulla base della localizzazione e della struttura,  le GSTs sono state suddivise in tre diverse 
sottoclassi:  
 Citosoliche: si tratta di proteine solubili attive in forma omo ed etero-dimerica, la cui singola 
subunità ha un peso molecolare compreso tra i 20 kD e i 30 kD. In base alla loro omologia 
di sequenza, nei mammiferi si distinguono 7 classi di GST citosoliche: Alpha (α), Mu(μ), 
Theta (θ), Pi (π), Omega (ω), Zeta (ζ) e Sigma (σ) (Mannervik et al. 1985; Meyer et al. 
1991) (Meyer and Thomas 1995; Board et al. 1997) (Board et al. 2000) 
 Mitocondriali: di questa sottoclasse fa parte l’enzima Kappa, trovato nei mitocondri e nei 
perossisomi e strutturalmente distinto dalle GST citosoliche. 
 Microsomiali o MAPEG (Membrane Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione 
metabolism): sono componenti integrali delle membrane mitocondriale e microsomiale, 
ulteriormente suddivise in quattro sottogruppi di cui fanno parte diversi enzimi, alcuni dei 
quali agiscono in maniera simile alle GST citosoliche, sebbene non siano ad esse correlate. 
 
Anche se l’omologia di sequenza tra membri di famiglie diverse è inferiore al 30%, tra membri 
della stessa famiglia il valore sale tra il 40% e l’80% (Hayes and Pulford 1995) (Armstrong 1997) 
in particolare la regione N-terminale sembra essere quella maggiormente conservata, probabilmente 
in quanto parte del sito attivo di questi enzimi. L’attività catalitica delle GST è dipendente da un 
residuo, presente nella regione N-terminale, rappresentato da un residuo di Tyr per la classi α, μ, π, 
σ, da un residuo di Ser per le classi  θ e ζ, e da un residuo di Cys per le classi ω. 
Nell’uomo sono state identificate almeno 16 subunità diverse, ma strutturalmente correlate, di GSTs 
citosoliche, dalla cui interazione differenziale derivano numerosi isoenzimi (Hayes et al. 2005). La 
formazione di omo- ed etero-dimeri rappresenta un modo per ottenere un gran numero di isoenzimi 
a partire da un numero limitato di geni (Sheehan et al. 2001); inoltre, la presenza di tanti isoenzimi 
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permette di catalizzare la stessa reazione con numerosi substrati diversi (Vargo et al. 2004). 
Sebbene gran parte dei substrati delle GSTs richiedano l’attivazione da parte del citocromo P-450 
(fase I del processo di detossificazione enzimatica),  in alcuni casi l’attivazione può avvenire ad 
opera della ciclossigenasi e per interazione con i radicali liberi (Trush and Kensler 1991). In ogni 
caso, le GSTs realizzano la loro funzione di protezione catalizzando l’attacco nucleofilo del GSH 
ridotto, sottoforma di anione tiolato (GS-), al centro elettrofilo di un’ampia varietà di composti non 
polari, endogeni e xenobiotici (Armstrong 1991). Il proseguimento della reazione richiede 
l’ingresso del secondo substrato nel sito attivo; questo evento porta alla formazione del complesso 
ternario enzima-glutatione-composto elettrofilo. La reazione può avvenire come sostituzione 
nucleofila, ad esempio per composti aromatici come l’1-cloro-2,4-nitrobenzene (CDNB), o come 
addizione di Michael per composti carbonilici α,β-insaturi come il 4-idrossinonenale (Sheehan et al. 
2001). Il risultato di questa coniugazione è una sostanza più solubile in acqua e quindi più 
facilmente eliminabile (fase II della detossificazione enzimatica). 
La rimozione dei coniugati del glutatione dalla cellula (fase III del processo di detossificazione 
enzimatica) avviene ad opera di una serie trasportatori transmembrana, tra cui le proteine MRP 
(multidrug resistance-associated protein), membri della famiglia C dei trasportatori ABC 
(Kavallaris 1997) e la proteina multifunzionale RLP76 (Ral-interacting protein), trasportatore ATP-

















Tab. 1. Isozimi della GST implicati nella detossificazione dei prodotti della LPO.  
* In questa nomenclatura (Mannervik et al. 1992),  le lettere in minuscolo identificano le specie mentre quelle  in 
maiuscolo identificano le classi (“A” indica Alpha).  La nomenclatura della hGST5.8 è basata sul valore del suo pI. 
**PL-OOH, idroperossido fosfolipidico; FA-OOH, idroperossido dell’acido grasso. 
 
Yang e coll. hanno evidenziato il ruolo delle GST di classe Apha nella detossificazione dei prodotti 
della LPO. Idroperossidi fosfolipidici (PL-OOH) e idroperossidi di acidi grassi (FA-OOH) sono 
stati riportati come substrati preferenziali per hGSTA1-1 and hGSTA2-2 (Yang et al. 2003).  
NOME DELL’ENZIMA * SPECIE CLASSE SUBSTRATO  PREFERENZIALE** 
hGSTA1-1 e hGST2-2 Uomo Alpha PL-OOH e FA-OOH 
hGSTA4-4 Uomo Alpha HNE 
hGST5.8 Uomo Alpha HNE 
mGSTA4-4 Topo Alpha HNE 
rGSTA4-4 Ratto Alpha HNE 
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Alcuni membri di questa sottoclasse, quali hGSTA4-4, hGST5.8, mGSTA4 (GST5.7)  e rGSTA4-4  
utilizzano HNE come substrato preferenziale e mostrano un’elevata efficienza catalitica nella 
formazione dell’addotto GS-HNE.   
Cheng e coll. hanno riportato i dati cinetici relativi alle GST umane di classe Alpha (Cheng et al. 
2001b): 
 
   hGSTA1-1   hGSTA4-4  hGST5.8 
Substrato KM (μM)       kcat / KM  (M
-1 min-1)  KM (μM)       kcat / KM  (M
-1 min-1)  KM (μM)       kcat / KM  (M
-1 min-1) 
HNE 50                    3.48 x 106  49 μM                1,62 x 108  42                    1.64 x 108 
 
TAB. 2. Confronto delle proprietà cinetiche della hGST5.8, hGSTA4-4 e hGST1-1 
 
In particolare, si osserva che la  hGSTA4-4 e la hGSTA5-8 hanno valori di KM per l’HNE simili ed 
un’efficienza catalitica di circa 50 volte superiore a quella della GSTA1-1. 
Al fine di valutare l’azione protettiva della GSTA4 nei confronti della citotossicità indotta da HNE, 
cellule eritroleucemiche umane K562 sono state esposte per tempi brevi a HNE 20μM: il 
trattamento effettuato ha indotto le cellule al differenziamento e all’apoptosi.  Parallelamente, 
cellule K562 transfettate con mGSTA4-4 e trattate nelle medesime condizioni, hanno invece 
mostrato resistenza verso l’induzione al differenziamento, all’apoptosi e alla citossicità indotta da 
HNE (Cheng et al. 1999). 
4.1.2 Gli addotti del glutatione: GS-HNE e derivati 
Nel metabolismo dell’HNE, la principale via di detossificazione è rappresentata dalla coniugazione 
con il glutatione (Gueraud et al. 2010). 
Nell’ambiente cellulare, l’addotto glutatione-4-idrossinonanale (GS-HNE) può formarsi 
spontaneamente per attacco nucleofilo dell’anione tiolato (GS-) sul C-3 dell’HNE, che per la 
presenza del sistema coniugato, è particolarmente suscettibile all’attacco, o enzimaticamente per 
intervento della GST, come già descritto nel paragrafo precedente. Alcuni studi evidenziano la 
possibilità di un’inibizione da prodotto sulle GSTs esercitata dall’accumulo di coniugati del 
glutatione, associata ad un incremento dei livelli intracellulari di HNE (Yadav et al. 2005) 
Una delle principali conseguenze della formazione dell’addotto GS-HNE è la deplezione del pool di 
glutatione nelle cellule, i cui livelli risultano importanti per la formazione dell’addotto.  Infatti la 
deplezione dei livelli di GSH per trattamento con butationina sulfossimina (BSO) o in risposta ad 
un insulto ossidativo, determina un decremento della formazione di GS-HNE con concomitante 
aumento dei livelli tossici di HNE non metabolizzata. 
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L’addotto GS-HNE, come già anticipato, può essere substrato delle AKRs ed in particolare 
dell’aldoso reduttasi (AKR1B1), che ne catalizza la riduzione a glutatione-1,4-diidrossinonane (GS-
DHN). L’ossidazione del GS-HNE ad opera delle ALDHs determina invece la formazione 
dell’addotto glutatione-acido 4-idrossinonanoico (GS-HNA), che può anche esistere sottoforma di 
lattone (HNAL). 
Oltre ad essere substrato delle AKRs e delle ALDHs, GS-HNE può essere convertito per intervento 
della γGT, enzima chiave del metabolismo del glutatione, nell’addotto CysGly-HNE, che induce un 
considerevole incremento della citotossicità (Enoiu et al. 2002). 
  
4.2 Aldeide Deidrogenasi (ALDHs)  
La detossificazione delle aldeidi nell’ambiente cellulare avviene essenzialmente attraverso 
reazioni di ossidazione e riduzione non catalizzate da enzimi di fase I dipendenti da citocromo P-
450, come invece accade per la maggior parte degli xenobiotici.  In questi sistemi enzimatici a 
catalizzare la riduzione delle aldeidi sono alcool deidrogenasi (ADH), aldo-cheto reduttasi (AKRs) 
e deidrogenasi a catena corta/reduttasi (SDR), e a promuoverne l’ossidazione sono la xantina 
ossidasi (XO), aldeide ossidasi (AOX) e aldeide deidrogenasi (ALDH) (Fig. 17). 
 
 
Fig. 17 Detossificazione enzimatica delle aldeidi non dipendente da citocromo P-450. 
 
La superfamiglia delle aldeidi deidrogenasi (ALDHs; EC 1.2.1.3) catalizza l’ossidazione di 
numerose aldeidi alifatiche e aromatiche, di derivazione esogena ed endogena, nei corrispondenti 
acidi carbossilici, attraverso una reazione NAD(P)
+
 dipendente essenzialmente irreversibile 
(Yoshida et al. 1998). In particolare, tali enzimi rivestono un ruolo fondamentale nella protezione 
dalle specie aldeidiche tossiche, come dimostrato dal fatto che mutazioni e polimorfismi nei geni 
delle ALDHs (responsabili di cambiamenti nel metabolismo delle aldeidi) costituiscono la base 
molecolare di differenti stati patologici e anomalie metaboliche (Vasiliou et al. 2004) (Tab.3). 
Ad oggi, la superfamiglia delle ALDH consta di 19 geni funzionali con una distinta localizzazione 
cromosomica (Tab.3) (Rizzo and Carney 2005). Ritrovate in tutti gli organismi studiati, dove sono 
presenti in numerose isoforme, le ALDHs sono localizzate in compartimenti subcellulari multipli, 
quali citosol, mitocondri, reticolo endoplasmatico e nucleo. La maggior parte delle ALDHs hanno 
un’ampia distribuzione tissutale e mostrano una distinta specificità di substrato (Vasiliou et al. 
2004; Sladek 2003). 
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Tab. 3. Relazione evolutiva e fenotipi mutazionali dei geni codificanti per ALDHs. 
* Il punto interrogativo (?) indica che il fenotipo è stato descritto nei modelli animali, ma non  ancora nell’uomo. 
 
Oltre a mediare i processi di detossificazione dei prodotti aldeidici, molte ALDHs possiedono 
attività supplementari catalitiche e non catalitiche (Tab. 4). Infatti, diverse ALDHs sono note nel 
catalizzare l’idrolisi degli esteri (Sydow et al. 2004), nell’agire come proteine di legame per vari 
composti endogeni (androgeni, colesterolo e ormone tiroideo) ed esogeni (Vasiliou et al. 2004). A 
ciò si aggiunge la capacità intrinseca del meccanismo di azione delle ALDHs di riprodurre 
NAD(P)H  (Pappa et al. 2003a; Lassen et al. 2006), nonché di assorbire radiazioni UV (Estey et al. 
2007; Lassen et al. 2007) e rimuovere i radicali idrossilici attraverso i gruppi sulfidrilici dei residui 
di cisteina e metionina (Uma et al. 1996).   
L’allineamento amminoacidico delle varie ALDHs umane indica un ampio range di divergenza tra i 
membri di questa famiglia: l’identità amminoacidica varia infatti da un massimo di 80% ad un 
minimo del 15% (Yoshida et al. 1998). Tuttavia, varie regioni proteiche, alcune delle quali con 
ruolo funzionale, si mostrano altamente conservate.  
Sono note soltanto poche strutture proteiche terziarie e quaternarie delle ALDHs. Nei casi 
conosciuti, le forme cataliticamente attive degli enzimi sono rappresentate da omodimeri (ALDH3, 
ALDH4) e omotetrameri (ALDH1,ALDH2, ALDH9, ALDH5). Le strutture cristallografiche delle 
ALDHs umane analizzate hanno rivelato che ogni subunità dell’enzima contiene tre domini: un 
dominio di legame del cofattore NAD(P)
+
, un dominio catalitico e un dominio di dimerizzazione 
(Steinmetz et al. 1997) (Liu et al. 1997). All’interfaccia tra questi domini si forma un canale che 
conduce alla “tasca” catalitica. Si ritiene che a conferire la specificità di substrato alle ALDHs sia la 
presenza di residui di tutti e tre i domini nella porzione superiore del canale, mentre la porzione 
inferiore, costituita dai residui altamente conservati di entrambi i domini, del cofattore e catalitico, 
  
rappresenterebbe il sito catalitico in cui avviene il trasferimento dell' idruro dal substrato al 
cofattore (Marchitti et al. 2008). 
Sulla base dei dati cristallografici, il meccanismo d’azione proposto prevederebbe l’intervento di un 
residuo di cisteina e un residuo glutammato del sito attivo, che andrebbero a mediare l’interazione 
con il substrato aldeidico. La reazione complessiva catalizzata dall’ALDH è dunque:  
 
 RCHO + NAD(P)
+ 




dove RCHO è il substrato aldeidico e RCOOH è il corrispettivo acido carbossilico. Il meccanismo 
di azione di questa reazione implica un attacco nucleofilo sul carbonio carbonilico del substrato 
aldeidico da parte di una cisteina del sito attivo, che si trova in uno stato dissociato; l’atomo di 
idrogeno è eliminato sotto forma di ione idruro e donato al cofattore che da NAD(P)
+ 
viene 
convertito in NAD(P)H; a questo punto il sito attivo dell’enzima va incontro a un cambiamento 
conformazionale rimuovendo il cofattore e creando una camera di accesso al substrato per una 
molecola di acqua che viene attivata da un residuo di glutammato del sito attivo, e che 
successivamente effettua un attacco nucleofilo sul carbonio carbonilico del substrato, seguita dalla 




Fig. 18. Meccanismo d’azione dell’ALDH  
 
Le diverse isoforme di ALDH nell’uomo sono state distinte sulla base delle proprietà chimico-
fisiche, enzimatiche, della localizzazione subcellulare e distribuzione tessuto-specifica (Yoshida et 
al. 1998); di seguito è riportata una tabella riassuntiva delle principali caratteristiche di ogni singola 
famiglia: 
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Tab. 4 Principali caratteristiche delle ALDHs 
 
Per quanto riguarda il coinvolgimento dell’ALDH nel metabolismo dell’HNE, numerosi studi 
evidenziano il ruolo svolto da quattro enzimi nei processi di detossificazione di tale aldeide: 
l’ALDH1A1, l’ALDH3A1, l’ALDH2 e l’ALDH5A1 (Sladek 1999; King and Holmes 1997; Pappa 
et al. 2003b; Nguyen and Picklo 2003) 
Le ALDH1A1 e ALDH3A1 sono enzimi citosolici che contribuiscono alla difesa della cornea dal 
danno ossidativo mediato dall’HNE che è prodotto nel processo di perossidazione lipidica indotto 
dall’esposizione ai raggi ultravioletti.  Queste due isoforme di ALDH sono espresse in modo 
differente in numerosi tessuti e sono state ritrovate ad alti livelli nel cristallino e nei cheratinociti 
stromali (Jester et al. 1999; Lassen et al. 2006). L’attività deidrogenasica NADP+ dipendente di 
ALDH3A1 sull’HNE e sul GS-HNE è stata dimostrata sul lisato cellulare di cheratinociti stromali 
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(TKR43) trasfettati stabilmente con l’ALDH3A1 umana e sulla proteina umana ricombinante 
ALDH3A1 purificata (Black et al.) Questo è il primo dato diretto di un’attività deidrogenasica in 
grado di ossidare il GS-HNE. Lo studio evidenzia tuttavia una maggiore attività dell’enzima 
sull’HNE (1680 nmol NADPH/min mg proteine) rispetto al GS-HNE (170 nmol NADPH/min mg 
proteine). 
L’ALDH2 e l’ALDH5A1 sono enzimi mitocondriali, di cui è stato dimostrato il coinvolgimento nei 
meccanismi di detossificazione dell’HNE e di altre aldeidi nel fegato e nel sistema nervoso centrale 
(Mitchell and Petersen 1987; Murphy et al. 2003). In particolare l'attività detossificante dell'enzima 
ALDH2 nei confronti dell’HNE ha un ruolo importante nel SNC e nella patologia di Alzheimer 
(AD), come confermato dall’osservazione che la deficienza genetica di ALDH2 in una popolazione 
giapponese è associata ad un elevato rischio di AD (Kamino et al. 2000), e da studi condotti su 
cellule Aldh2
-/- 
che risultano particolarmente sensibili ai livelli di HNE (Ohsawa et al. 2003)
  
4.2.1 Trasportatori di membrana del GS-HNE e derivati 
Ad oggi, i principali trasportatori di membrana del GS-HNE e i dei suoi derivati sono: MRP1, 
MRP2 e RLP76. Quale tra questi trasportatori sia il più rilevante nel trasporto del GS-HNE è 
attualmente questione di dibattito (Renes et al. 2000a; Ji et al. 2004) 
Gli MRPs sono una famiglia di trasportatori ATP-dipendenti in grado di espellere anioni organici e 
una varietà di endobiotici e xenobiotici coniugati o meno con il glutatione (Renes et al. 2000b). 
L’MRP1 è espresso ubiquitariamente, mentre l’MRP2 è espresso principalmente a livello di fegato, 
rene e intestino; l’MRP2 è localizzato nella porzione apicale delle membrane di cellule polarizzate, 
mentre l’MPR1 e altri membri della famiglia MRP sono localizzati nella porzione baso-laterale di 
cellule polarizzate (Borst et al. 2006).  
Aspetto caratteristico dell’MRP1 è il co-trasporto di composti anti-tumorali, come la daunorubicina 
e la vincestrina, con il GSH, richiedendo di conseguenza livelli adeguati di GSH (Loe et al. 1996) 
(Renes et al. 1999). Dunque, il GSH è un importante regolatore della funzione dell’MRP1. 
Il trasportatore RLP76 è sovrespresso in cellule tumorali (Singhal et al. 2009a; Singhal et al. 2009b; 
Singhal et al. 2008) ed è coinvolto nel trasporto dei coniugati del glutatione nelle cellule di 
mammifero, ed in particolare del GS-HNE (Fig.19), contribuendo quindi alla protezione da 




Figure 19.  Reazione di coniugazione dell’ HNE con il GSH ed estrusione  
dell’addotto GS-HNE  mediata dalla proteina RLP76. 
Adattato da (Yang et al. 2003). 
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4.3 Aldo-cheto Reduttasi (AKRs) 
Le Aldo–cheto reduttasi (AKRs) sono una superfamiglia di enzimi NADP(H) dipendenti che 
riducono aldeidi e chetoni ad alcoli (Barski et al. 2008). Questi enzimi sono in grado di ridurre 
carbonili presenti sia in composti naturali che sintetici (Barski et al. 2008).  
Diverse aldo-cheto reduttasi (AKR) umane sono state identificate per la loro capacità di ridurre 
aldeidi reattive come l’HNE: l’aldoso reduttasi (AKR1B1)  (Burczynski et al. 2001) (Srivastava et 
al. 2000), 20α(3α –idrossisteroide deidrogenasi)(AKR1C1), aldeide reduttasi (AKR1A1) (O'Connor 
et al. 1999) e l’aldeide reduttasi aflatossina B1 (AFAR/AKR7A2 e AKR7A3)(Ireland et al. 1998; 
Knight et al. 1999).  
Tra questi enzimi, l’aldoso reduttasi (AKR1B1) è un enzima NADPH-dipendente, responsabile 
della riduzione di un’ampia varietà di composti carbonilici. Si tratta di una proteina monomerica di 
315 aminoacidi, la cui struttura terziaria è costituita da un motivo a barile αβ, composto da otto 
filamenti β adiacenti collegati da otto segmenti α-eliche periferici. Il sito attivo è localizzato nel 
core della struttura a barile mentre il cofattore NADPH alloggia sulla sua sommità, legato mediante 
ponti a idrogeno alle catene laterali dei residui amminoacidici. La cavità del sito attivo è altamente 
idrofobica, essendo costituita da 7 residui aromatici, 4 residui apolari e 3 polari; le dimensioni e la 
natura idrofobica sono in accordo con l’osservazione che i migliori substrati sono composti 
idrofobici quali le aldeidi. Il meccanismo di azione catalitico prevede il trasferimento di uno ione 
idruro dal C4 dell'anello nicotinammidico del NADPH e di un protone da un residuo 
amminoacidico dell'enzima con la riduzione del gruppo aldeidico del substrato ad alcool. È stato 
dimostrato che la cisteina 298 vicina al sito attivo controlla l’attività catalitica e la sensibilità agli 
inibitori dell’enzima (Petrash et al. 1992). L’aldoso reduttasi è responsabile della conversione del 
glucosio in sorbitolo, primo step della via dei polioli nel metabolismo del glucosio; numerosi studi 
hanno dimostrato il suo coinvolgimento nelle complicanze diabetiche, a causa del suo ruolo 
fondamentale nel metabolismo del glucosio (Srivastava et al. 2005). Tuttavia la sua funzione 
principale non è limitata solo al metabolismo del glucosio, dal momento che l’AKR1B1 catalizza la 
riduzione di una vasta gamma di aldeidi, tra cui le principali sono le aldeidi lipidiche prodotte 
durante la LPO e i loro coniugati con il GSH negli alcoli corrispondenti (Barski et al. 2008).  
La coniugazione di metaboliti elettrofili col GSH, incluso l’HNE, porta alla loro detossificazione 
aumentando la loro solubilità ed eliminazione dalla cellula; tuttavia la coniugazione col GSH non 
abolisce gli effetti di signaling dell’HNE. Infatti è stato dimostrato che sia il GS-HNE che la sua 
forma ridotta GS-DHN hanno lo stesso effetto dell’HNE nelle VSMC (vascular smooth muscle 
cells), ovvero stimolano la crescita cellulare e attivano PKC, NF-κB e AP-1 (Ramana et al. 2006), 
che a loro volta mediano segnali di stress ossidativo attivando l’espressione di geni marker 
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dell’infiammazione, come citochine, chemochine, ciclossigenasi. Inoltre l’inibizione dell’AKR1B1 
può prevenire la crescita cellulare e l’attivazione di questi fattori solo da parte dell’HNE e del GS-
HNE, ma non del GS-DHN indicando che la riduzione del coniugato possa essere uno step 
importante nel modulare il signaling cellulare in condizioni di stress ossidativo (Ramana et al. 
2006). Questi studi indicano che il GS-DHN potrebbe essere la molecola modulatrice della risposta 
infiammatoria e conseguentemente l’aldoso reduttasi un target importante per terapie anti-
infiammatorie. Queste osservazioni forniscono un nuovo link tra la perossidazione lipidica, il 
metabolismo del glutatione e pathway di segnalazione critici che sono sensori dello stato redox 
intracellulare (PKC, NF-κB, AP-1) regolando la crescita, il differenziamento e la morte cellulare 
(Ramana et al. 2006) 
 
 
Fig. 1.10: Ruolo dell’aldoso reduttasi nella mediazione di segnali infiammatori. LPS, fattori di crescita, citochine 
causano stress ossidativo attraverso l’incremento di ROS. I ROS promuovono la formazione di aldeidi lipidiche 
tossiche, come l’HNE, attraverso la perossidazione lipidica. L’HNE reagisce con il GSH formando l’addotto GS-HNE, 
che è ridotto dall’AKR1B1 a formare GS-DHN, ritenuta la molecola chiave della trasduzione del segnale 
infiammatorio attraverso l’attivazione della cascata delle proteine chinasi e attivazione dei fattori di trascrizione NF-




5 STRESS OSSIDATIVO, HNE E CANCRO 
Verso la metà degli anni ’80, Cerutti postulò lo stretto legame che intercorre fra una condizione 
cellulare da lui definita stato pro-ossidante e la proliferazione cellulare, preludio al processo di 
promozione tumorale (Cerutti 1985) sottolineando per la prima volta il potenziale ruolo fisiologico 
dello stress ossidativo nei processi biologici. 
Circa venti anni più tardi dall’intuizione di Cerutti, è Fruehauf a spiegare sulla base del modello 
omonimo la correlazione tra trasformazione tumorale ed esposizione ad elevati livelli di ROS.  Se 
generalmente il danno al DNA, conseguenza diretta dell’effetto mutagenico dei ROS, è rimosso ad 
opera dei sistemi del riparo, il risultato di un deficit in questi meccanismi è l’innesco di fenomeni di 
promozione tumorale. In questa condizione, cellule sottoposte ad ulteriori flussi di ROS possono 
andare incontro a morte cellulare per apoptosi o avviare processi di proliferazione rendendo 
irreversibile il processo di carcinogenesi (Fig. 20). 
 
Fig. 20. Modello di Fruehauf. Il modello descrive le fasi coinvolte nel processo di tumorigenesi indotto dai ROS e 
permette di spiegare il fenomeno dello stress ossidativo intrinseco in cellule tumorali. 
 Adattato da (Fruehauf and Meyskens 2007) 
 
Secondo il modello di Fruehauf, cellule tumorali possiedono livelli intracellulare di ROS elevati se 
confrontate con cellule normali (Fruehauf and Meyskens 2007), che sono destinati ad incrementare 
(Fig.20), determinando la distruzione dell’omeostasi redox cellulare e  l’accumulo dei metaboliti, a 
causa della elevata reattività dei ROS e dell’alterata capacità dei meccanismi di scavaging 
(Toyokuni et al. 1995). Infatti, i livelli degli enzimi delle difese antiossidanti come la SOD, la GPx 
e la perossiredossina hanno mostrato di essere significativamente alterati in cellule maligne 
(Oberley and Oberley 1997) e nei tumori primari (Hu et al. 2005), suggerendo una regolazione 
aberrante dell’omeostasi redox cellulare e favorendo i meccanismi di adattamento delle cellule 
cancerose allo stress. 
  
L’incremento della produzione di ROS può dipendere da diversi meccanismi, come l’attivazione 
degli oncogeni, una disfunzione mitocondriale, la perdita funzionale di p53 (Irani et al. 1997; 
Rodrigues et al. 2008; Brandon et al. 2006). Studi in vitro hanno evidenziato una produzione 
costitutiva di H2O2 in sette linee tumorali umane (Szatrowski and Nathan 1991) e le analisi di 
cellule di tessuti tumorali primari, isolate da pazienti con varie forme di leucemia, hanno messo in 
luce un significativo incremento dei livelli di ROS intracellulari rispetto a linfociti normali 
(Hileman et al. 2004). Processi di carcinogenesi possono originarsi da siti di infezioni, irritazione o 
infiammazione cronica, che rappresenta una delle componenti critiche nella progressione tumorale.  
Sebbene nella maggior parte dei tumori sia stato dimostrato un incremento dell’insulto ossidativo, le 
concentrazioni dei prodotti della perossidazione lipidica implicate nei processi tumorigenici 
rappresentano ancora il fulcro di molteplici discussioni.  
I primi esperimenti in questa direzione hanno dimostrato che cellule di epatocarcinoma mostravano 
livelli di prodotti della LPO più bassi rispetto ad epatociti normali (Hammer et al. 1997). In accordo 
con questi risultati, Canuto e coll. (Canuto et al. 1993) hanno dimostrato che durante i processi di 
carcinogenesi di epatociti murini, le attività degli enzimi del metabolismo delle aldeidi aumentano, 
rendendo le cellule cancerose maggiormente protette dall’effetto citotossico delle aldeidi. Inoltre, in 
cellule di epatocarcinoma, la maggior parte dell’HNE è convertita nell’addotto GS-HNE che viene 
rapidamente esportato al di fuori della cellula (Tjalkens et al. 1999).  Risultati controversi sono stati 
osservati da studi condotti in vivo su biopsie di adenocarcinoma colon-rettale a differenti stadi 
clinici, in cui se da un lato si registra un decremento nei livelli di HNE rispetto ai tessuti circostanti 
(Zanetti et al. 2003), dall’altro ulteriori esperimenti dimostrano che i prodotti della perossidazione 
lipidica, MDA e HNE, subiscono un aumento (Skrzydlewska et al. 2001). 
Nei tumori tiroidei, caratterizzati da elevati livelli di specie ossidanti, sia il contenuto di HNE che 
8OHdG (marker dello stress ossidativo) è significativamente più alto rispetto a tessuti normali 
(Young et al. 2010). Analogamente, la perossidazione lipidica sembra essere un processo 
fisiologico comune nelle cellule di astrocitoma e nei tumori a carico delle cellule ependimali della 
glia, in cui l’incidenza di cellule tumorali immunopositive all’HNE aumenta in relazione 
all’aggressività del tumore (Juric-Sekhar et al. 2009). 
La divergenza dei risultati circa la concentrazione di HNE nei tumori di origine differente e la 
discrepanza tra i livelli di stress ossidativo e di prodotti della perossidazione lipidica potrebbero 
avere cause diverse, tra cui un differente pattern di enzimi che metabolizzano l’HNE nelle cellule 
tumorali,  la composizione lipidica delle membrane cellulari soggetta a perossidazione lipidica e la 
presenza di cellule dell’infiammazione, che potrebbero determinare un aumento dei livelli di HNE 
diffusibile dal tumore ai tessuti circostanti (Barrera 2012). 
  
In ogni caso, sebbene la concentrazione di HNE nelle cellule tumorali non sia sempre correlata con 
i livelli di stress ossidativo, nella maggior parte dei tumori, l’HNE è il denominatore comune 
dell’aumento dello stress ossidativo causato da H2O2, anione superossido, UV, calore, e ossidanti 
chimici come la doxorubicina (Dwivedi, 2007 ). 
5.1 Effetti biologici dei ROS in cellule tumorali  
La regolazione del ciclo cellulare richiede precise integrazioni tra molti differenti processi, che 
includono cascate di trasduzione del segnale attivate da mitogeni, interazioni con la matrice 
extracellulare, processi di ubiquitinazione e conseguente degradazione delle proteine da parte del 
proteasoma, la riorganizzazione del citoscheletro, in particolare dell’actina e della tubulina, e molte 
altre ancora (Boonstra J 2004). Numerose chinasi rientrano tra i target molecolari dei ROS quali le 
proteine chinasi attivati da mitogeni (MAPKs), la fosfatidilinositolo-3 chinasi (PI3K]/Akt), la 
proteina chinasi C (PKC) e le Jak/Stat chinasi (Parola et al. 1999; Finkel and Holbrook 2000; 
Martindale and Holbrook 2002; Benhar et al. 2002). Avvalendosi di cascate di trasduzione del 
segnale differenti, i ROS possono inoltre indurre l’espressione di heat shock proteins (HSP), di geni 
della risposta precoce come i protoncogeni c-Jun e c-Fos, del fattore inducibile da ipossia (HIF), di 
fattori di crescita ed enzimi delle difese antiossidanti che regolano l’omeostasi redox (Storz 2005). 
Dall’osservazione delle molecole attivate, diviene quindi evidente che i ROS influenzano la 
progressione del ciclo cellulare (Boonstra J 2004). Infatti, è stato dimostrato che i ROS agiscono 
bloccando la progressione del ciclo cellulare a livello delle fasi G1, S e G2 (Rancourt et al. 2001; 
Shenberger and Dixon 1999) (Helt et al. 2001). Cellule CHO (Chinese Hamster Ovary cells) in 
mitosi esposte ad H2O2 mostrano un calo della progressione del ciclo cellulare (Munoz et al. 2002). 
Apparentemente, entrambi i processi cellulari, proliferazione e arresto della crescita, sono stati 
osservati in seguito all’insulto ossidativo: le cellule rispondono in relazione al loro background 
molecolare, al sito di produzione di ROS, alle concentrazioni individuali di ROS e alle 
concentrazioni di antiossidanti intracellulari (Parola et al. 1999). Mentre l’arresto della crescita 
cellulare indotta da un incremento moderato di specie ossidative può intervenire nelle fasi G1, S o 
G2 e può essere transiente, un aumento incontrollato di ROS intracellulari, per la presenza di 
chemioterapici, per deplezione di composti antiossidanti, o per generazione di ROS da cellule del 
sistema immunitario, può indurre l’arresto del ciclo cellulare, che può ulteriormente condurre a 
fenomeni di senescenza o apoptosi.  
In particolare, in presenza di una disfunzione mitocondriale e del conseguente aumento di specie 
ossidanti si verifica un aumento di senescenza re plicativa (Caron et al. 2008; Ksiazek et al. 2008; 
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Passos et al. 2006), processo questo, mediato dall’attivazione di proteine chiave del ciclo cellulare, 
quali p53 e la proteina Rb (Shay et al. 1991).  
Lo stress ossidativo può anche provocare l’ossidazione delle estremità telomeriche, naturalmente 
soggette a modifiche ossidative data la composizione in sequenze ripetute di guanine. Tale modifica 
renderebbe le estremità telomeriche maggiormente suscettibili alla rottura e all’aumento del tasso di 
accorciamento telomerico (Oikawa and Kawanishi 1999). 
Inoltre, le specie ossidanti possono indurre senescenza replicativa prematura attraverso la 
repressione diretta dell’attività telomerasica, probabilmente andando ad agire sulla subunità 
catalitica della telomerasi (hTERT)(Chou et al. 2005).   
5.2 Effetti biologici dell’HNE in cellule tumorali  
Dalla maggior parte dei lavori riportati in letteratura, emerge che l’aggiunta di HNE a cellule 
tumorali di origine diversa provoca una riduzione della proliferazione cellulare e dell'induzione di 
fenomeni apoptotici (Barrera 2012). I primi esperimenti in questo senso sono stati effettuati 
utilizzando cellule leucemiche umane in coltura, che mostrano un livello intrinseco non rilevabile di 
perossidazione lipidica e quindi di HNE endogeno.  
A tal proposito, in cellule K562, originariamente derivate da cellule eritroleuchemiche umane, è 
stato osservato che una concentrazione estremamente bassa di HNE determina un drastico calo della 
proliferazione cellulare e blocca l’espressione dell’oncogene c-myc, che è fortemente espresso in 
cellule non trattate (Barrera et al. 1987). Analogamente, in cellule leucemiche umane HL-60, l’HNE 
oltre a determinare una notevole diminuzione della proliferazione cellulare, induce un 
differenziamento in senso granulocitico, e allo stesso tempo, blocca l’espressione degli oncogeni c-
myc e c-myb (Barrera et al. 1994; Barrera et al. 1996b). Questa azione esercitata dall’HNE  è 
transiente ma può essere stabilizzata dalla somministrazione ripetuta di HNE 1 μM per  10–12 volte. 
In questa stessa linea cellulare, è stato evidenziato come il blocco della proliferazione cellulare 
determini un incremento della proporzione di cellule in fase G0/G1 del ciclo cellulare e il 
corrispondente calo delle cellule in fase S.  Ciò implica che la progressione verso la fase S del ciclo 
cellulare in questa linea, sia prevenuta dal trattamento con HNE (Barrera et al. 1996a); in 
particolare l’inibizione della progressione del ciclo cellulare dipenderebbe dalla repressione della 
trascrizione delle cicline, specificatamente delle cicline D2, D1 e A (Pizzimenti et al. 1999). La 
concentrazione ridotta delle cicline nella fase G1 causa l’ipofosforilazione della proteina pRb e il 
conseguente blocco del rilascio del fattore di trascrizione E2F, necessario per la trascrizione dei 
geni della fase successiva del ciclo cellulare. 
  
L’effetto dell’HNE sui geni implicati nel controllo della progressione del ciclo cellulare è stato 
valutato in cellule di neuroblastoma SK-N-BE, in cui tale aldeide mostrava di essere di grado di 
ridurre l’attività trascrizionale correlata al ciclo cellulare e di inibire la proliferazione cellulare, 
determinando un incremento dell’espressione delle proteine della famiglia p53 (p53, p63 e  p73)  e 
di target di p53  (p21, bax, e le cicline della fase G1) (Laurora et al. 2005).  
A differenza di quanto osservato nelle linee cellulari citate, l’effetto inibitorio esercitato dall’HNE 
sul ciclo cellulare di cellule di epatocarcinoma è ridotto, probabilmente per la presenza di un sistemi  
di detossidicazione delle aldeidi più efficenti. In particolare, queste cellule esprimono fortemente 
l’aldeide deidrogenasi 3 (ALDH3) che è in grado di ossidare la maggior parte delle aldeide tossiche.   
Il silenziamento dell’espressione dell’ALDH3 mediante oligonucleotide antisenso ha notevoli 
ripercussioni sulla proliferazione cellulare, sottolineando il ruolo che tale enzima gioca nel 
prevenire i fenomeni tossici legati all’elevata reattività dell’HNE (Canuto et al. 1999). 
Un recente studio effettuato su cellule di neuroblastoma umano SH-SY5Y, che possono essere 
mantenute in uno stato indifferenziato o essere indotte al diffenziamento in senso neuronale, è stata 
valutata la suscettibilità al 2,3-dimetossi-1,4-naftochinone (DMNQ) e all’HNE sia in cellule di 
neuroblastoma differenziate che non differenziate (Schneider et al. 2011). I risultati dimostrano che 
cellule di neuroblastoma differenziate sono più resistenti alla citotossicità e alla disfunzione 
mitocondriale indotta dall’HNE o dalle specie reattive dell’ossigeno generate dal DMNQ se 
paragonate a cellule di neuroblastoma non differenziate. Ciò suggerisce che nel corso del 
differenziamento verso il fenotipo neuronale potrebbero verificarsi profondi cambiamenti nel 
metabolismo mitocondriale e nelle difese antiossidanti (Barrera 2012).   
Una valutazione d’insieme di questi dati indica che l’HNE riduce fortemente la proliferazione delle 
cellule tumorali, ma aumenta o non influenza la proliferazione delle cellule normali in funzione alla 
dose e al tempo di esposizione.  Questo duplice effetto può essere dovuto non solo alla presenza di 
enzimi che metabolizzano l’HNE,  ma anche alle difese antiossidanti e al metabolismo 








6 CELLULE DI ASTROCITOMA UMANO (ADF) IN COLTURA 
Tessuti diversi presentano differente suscettibilità allo stress ossidativo; è ormai noto da tempo che 
il sistema nervoso centrale (CNS) è particolarmente vulnerabile al danno da radicali liberi per 
diverse ragioni che includono una limitata efficacia del sistema antiossidante e un elevato consumo 
di ossigeno per produrre energia. Inoltre, il tessuto cerebrale, se confrontato con altri tessuti, 
presenta un abbondante contenuto lipidico, in particolar modo acidi grassi polinsaturi (PUFAs), i 
quali sono altamente suscettibili al processo di perossidazione lipidica (Markesbery 1997; Mariani 
et al. 2005) (Lovell and Markesbery 2007). 
Zajdel e coll. hanno dimostrato processi di perossidazione lipidica sistemica in pazienti affetti da 
astrocitoma, uno dei principali tumori del cervello (Zajdel et al. 2007). Gli effetti regionali degli 
astrocitomi, come per la maggior parte dei tumori celebrali, includono compressione, invasione e 
distruzione del parenchima cerebrale. Ipossia arteriosa e venosa, competizione per i nutrienti, 
rilascio di prodotti metabolici (radicali liberi, elettroliti alterati, neurotrasmettitori) e rilascio e 
reclutamento di mediatori cellulari (citochine) distruggono le normali funzioni parenchimali 
(Mangiardi and Yodice 1990) . Processi di dedifferenziamento di cellule mature della glia, che 
includono astrociti ed oligodendrociti,  o di trasformazione di precursori di cellule gliali, sono due 




Fig. 21 Origine delle cellule di astrocitoma. Gli astrocitomi possono aver origine da precursori di cellule della glia 
che subiscono una trasformazione neoplastica o da processi di dedifferenziamento di astrociti maturi.  




In neoplasie del SNC, come in molti altri tipi di tumori maligni, lo stress ossidativo e in particolare 
la LPO svolgono un ruolo importante nello sviluppo e nella progressione del cancro, sia a livello 
locale che a livello sistemico. Infatti, da uno studio condotto da Zarkovic e coll. in diversi tipi di 
astrocitomi umani, è stata rilevata tramite tecniche di immunoistochimica la presenza di proteine 
modificate dall’HNE e in particolare la immunopositività dell’HNE è risultata proporzionale al 
grado di progressione dell’astrocitoma (Zarkovic et al. 2005). Questi risultati indicano l’HNE quale 
possibile candidato da utilizzare come fattore prognostico apprezzabile in pazienti affetti da 
astrocitoma. Ulteriori studi sono necessari per indagare il meccanismo attraverso il quale l’HNE 



























Scopo del lavoro di tesi 
Il presente lavoro di tesi si inserisce in un progetto di ricerca già avviato che, partendo dalla 
considerazione della perossidazione lipidica nello sviluppo e nella progressione delle neoplasie del 
SNC, ha ipotizzato un possibile coinvolgimento degli enzimi del metabolismo dell’HNE nelle 
cellule di astrocitoma umano. Pertanto, scopo di questo lavoro di tesi  è stata la individuazione di 
possibili  vie di trasformazione dell'HNE attraverso la valutazione, in estratti di cellule ADF esposte  
a condizioni di stress ossidativo, di attività deidrogenasiche e reduttasiche, coenzima piridinico 











     
 
        
PARTE SPERIMENTALE
  
Strumentazione e reagenti  
La strumentazione, i reagenti e la composizione dei terreni di coltura utilizzati nelle procedure 
sperimentali, con i nomi delle relative ditte produttrici, sono riportate schematicamente di seguito: 
 
MEDIUM COMPOSIZIONE 














































































































































REAGENTI PER LA PREPARAZIONE DI TAMPONI,  
SAGGI ENZIMATICI E ANALITICI 
DITTA PRODUTTRICE 
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SIGMA ALDRICH CO. 
   Glicil-Glicina MP BIOMEDICALS INC. 
 C5H5OH  Ninidrina FLUKA BIOCHEMIKA 















STRUMENTAZIONE DITTA PRODUTTRICE 
Bagno termostato Termoblock 780 THERMO 
Cappa sterile HERAEUS 





Incubatore a CO2 water jacketed per colture cellulari THERMO 
Lettore di piastre EL808 Ultra Microplate Reader BIO-TEK INSTRUMENTS INC. 
pHMetro DENVER INSTRUMENT COMPANY 
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 Colture cellulari 
 
Fig. 22. Cellule di astrocitoma umano (ADF) in coltura 
 
Le cellule di astrocitoma umano (ADF) (Fig. 22) sono state coltivate in piastre di Ø 10 cm, in un 
volume di terreno RPMI pari a 10 ml, arricchito con 10% (v/v) di siero fetale bovino (FBS), 1% 
(v/v) di glutammina e 1% (v/v) di penicillina-streptomicina (terreno completo), e cresciute alla 
temperatura di 37°C in atmosfera umidificata e in presenza di CO2  al 5%. Giunte a semi-confluenza, 
le cellule vengono rimosse dalle piastre mediante tripsinizzazione e, a seconda dello scopo, raccolte 
oppure suddivise ulteriormente in tre piastre.  
La procedura di tripsinizzazione prevede per prima cosa la rimozione del terreno, a cui seguono  
due lavaggi consecutivi con 3 ml di PBS, per rimuovere tutte le tracce di FBS, al cui interno sono 
contenuti inibitori della tripsina.  
Il PBS è una soluzione tampone salina a pH 7,4 così composta: NaCl 0,08% (w/v), KCl 0,002% 
(w/v), Na2HPO4 0,006% (w/v), KH2PO4 0,002% (w/v). Successivamente 500 μl di una soluzione 




, indispensabili per le proteine di 
adesione) (0,05% di tripsina e 0,02% di EDTA) e PBS in rapporto 1:20 vengono aggiunti e 
rapidamente rimossi; le cellule sono poi incubate a 37°C per 2 minuti in presenza di 1 ml della 
stessa soluzione contenente tripsina/EDTA, favorendo con un leggero movimento della piastra il 
distaccamento delle cellule adese. 
Al termine dell’incubazione si aggiungono 5ml di terreno completo, necessario per inibire l’attività 
della tripsina, la cui azione per tempi prolungati potrebbe danneggiare le proteine di membrana;  la 
sospensione cellulare così ottenuta è raccolta in tubi Falcon da 15 ml. In preparazione ad un 
esperimento, al fine di seminare lo stesso numero di cellule, si procede con la conta cellulare 
effettuata manualmente al microscopio ottico (M.O.) con l’utilizzo della camera di Bürker.  
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La sospensione cellulare è successivamente sottoposta a centrifugazione per due minuti a 1000 x g, 
il sovranatante è rimosso ed il pellet risospeso in 6 ml di terreno completo; la soluzione è quindi 
suddivisa in 3 piastre di Ø 10 cm e portata ad un volume finale di 10 ml per piastra con terreno 
completo. Riposte nell’incubatore, le cellule sono poi fatte crescere e, giunte a semi-confluenza, 
suddivise nelle modalità appena descritte, per un totale di 4-10 passaggi prima dell'esperimento. 
La raccolta delle cellule nel corso degli esperimenti è stata effettuata attraverso la loro rimozione 
meccanica dalla piastra con l’ausilio di uno scraper, dopo aver rimosso minuziosamente il terreno 
ed aver effettuato due lavaggi con 3 ml di PBS. Le sospensioni di cellule così ottenute sono state 
raccolte in tubi Eppendorf e congelate a -80°C fino al momento dell'analisi. 
Preparazione delle cellule (ADF) per il trattamento con H2O2 e HNE 
Le cellule di astrocitoma umano sono state sottoposte a stresso ossidativo mediante trattamento con 
diverse concentrazioni di perossido di idrogeno, utilizzando come mezzo di incubazione l’HBSS 
(Hank’s Balance Salt Solution), una soluzione salina contenente calcio cloruro idrato 0,014% (w/v), 
magnesio solfato idrato 0,01% (w/v), potassio cloruro 0,04% (w/v), potassio fosfato monobasico 
0,006% (w/v), sodio cloruro 0,8% (w/v), sodio fosfato bibasico 0,005% (w/v), D-glucosio 0,1% 
(w/v) e successivamente arricchita prima dell’esperimento con glutammina 1% (v/v). La scelta 
dell’HBSS come mezzo di incubazione, oltre ad essere comunemente utilizzato negli studi condotti 
sul metabolismo dell'HNE in cellule in coltura (Siddiqui et al., 2008), permette di escludere 
possibili interferenze fra i trattamenti effettuati ed i costituenti di un terreno di coltura. Prima di 
ogni trattamento le cellule sono incubate 24 ore in terreno RPMI arricchito con 1% (v/v) di 
glutammina, 1% (v/v) di penicillina- streptomicina e 2% (v/v) di FBS. Al momento del trattamento 




 Determinazione della concentrazione di H2O2 
Per la determinazione della concentrazione di H2O2 nel mezzo di incubazione (HBSS) è stato 
utilizzato il saggio di Kolthoff et al., (1962). Il metodo prevede il mescolamento di ferro-ammonio 
solfato e il tiocianato di potassio che reagiscono tra loro a formare ferrotiocianato, il quale viene 
ridotto dall’H2O2 a ferritiocianato, un composto cromogeno che assorbe a 480nm. La miscela di 
reazione (1,12 ml di volume finale) contiene TCA 12,5% (w/v), Fe(NH4)2(SO4)2 10 mM e KSCN 
2,5 M. A questa miscela si aggiungono quantità opportune del campione complementate a 150 μl 
con acqua milliQ. La miscela viene agitata su vortex e quindi ne viene letta immediatamente 
l’assorbanza a 480 nm. 
Dalla lettura dell’assorbanza si risale alla concentrazione di H2O2 tramite una retta di taratura 
ottenuta utilizzando concentrazioni note di perossido di idrogeno (Fig. 23). 
 
 
Fig. 23.  Retta di taratura per la determinazione della concentrazione di H2O2. 













Determinazione della concentrazione di HNE 
La concentrazione dell’HNE è stata valutata secondo il metodo di Gérard-Monnier et al.1997,  che  
prevede la reazione del 1-metil-2-fenilindolo con l’HNE in condizioni acide.  
La miscela di reazione (1 ml di volume finale) contiene 1-metil-2-fenilindolo 10 mM finale sciolto 
in un tre volumi di acetonitrile e uno di metanolo, cloruro di ferro (III) 34μM in acidometasulfonico 
ed HNE disciolto in HCl 1M, opportunamente diluito prima di essere aggiunto alla miscela. 
Quest’ultima viene incubata per 30 minuti a 45 °C e ne viene misurata l’assorbanza a 586 nm, 
lunghezza d’onda alla quale il composto cromogeno formatosi, tra una molecola di HNE e due 








Fig.24  Struttura del composto cromogeno ottenuto dalla reazione dell’HNE con 1-metil-2-fenilindolo in 
condizioni acide. Il composto formatosi ha un massimo di assorbimento a 586 nm.  
Adattato da (Gerard-Monnier et al. 1998) 
 
 
Dalla lettura dell’assorbanza si risale alla concentrazione di HNE mediante una retta di taratura 




















Fig. 25.  Retta di taratura per la determinazione della concentrazione di HNE.  
In figura è riportata l’assorbanza rilevata a 586 nm in funzione di concentrazioni note di HNE.
 Esposizione delle cellule ADF a H2O2 ed HNE 
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Fig. 26. Riproduzione schematica dell’esposizione di cellule ADF ad H2O2 150 μM ed HNE 20 μM 
 
La condizione di stress ossidativo su cellule ADF, incubate in HBSS, è stata imposta attraverso 
esposizione ripetuta per 3 volte di H2O2 150 μM al tempo zero (Fig. 26 start), dopo 30 e 60 min 
(Fig. 26). Dopo 4h dall’ultima aggiunta (5h in Fig.26) al mezzo è stato aggiunto HNE 20 μM per 30 
minuti e dopo 30 minuti le cellule sono state o trasferite in un terreno coltura fresco DMEM.  Come 
controllo sono state utilizzate cellule ADF incubate nelle medesime condizioni in assenza di H2O2 
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Valutazione delle stato metabolico cellulare 
Lo stato metabolico cellulare è stato valutato utilizzando il test dell’MTT di Mosmann 
(1983) che si basa sulla riduzione da parte di enzimi mitocondriali del sale di tetrazolio MTT in 
cristalli di formazano. L’assorbanza dei cristalli di formazano prodotti è un indice dello stato 
metabolico cellulare e viene misurata a 563 nm attraverso un lettore di micropiastre. Le cellule 
vengono tripsinizzate, centrifugate e risospese in terreno completo. 
Successivamente le cellule presenti nella sospensione sono contate e seminate in una piastra da 96 
pozzetti in un numero medio di 50.000 cellule per pozzetto. Il volume della sospensione di cellule 
in ogni pozzetto è di 100 μl, a cui si aggiungono 10 μl di MTT 5 mg/ml in PBS sterile. La piastra 
viene incubata a 37 °C per 1h, al termine della quale si aggiungono ad ogni pozzetto 100 μl di una 
soluzione HCl 0,04 N in isopropanolo 99,5% (v/v) lasciando in agitazione per 10 minuti a 37 °C; 
questa soluzione rompe le cellule liberando i cristalli di formazano formatisi, in modo da poterne 
leggere l’assorbanza a 563 nm.  
Il test dell’MTT è stato preceduto dalla validazione della linearità della metodica verificando la 
proporzionalità fra la lettura di assorbanza a 563 nm ed il numero di cellule seminate nel pozzetto 
(Fig. 27).  
 
  
Fig. 27.  Retta di taratura per determinare lo stato metabolico cellulare di cellule ADF dopo incubazione di 1h 
con MTT. In figura è riportata l’assorbanza rilevata a 563 nm in funzione del numero di cellule. 
 
Il test è stato eseguito su cellule ADF poste nel mezzo di incubazione HBSS a diversi tempi per 
valutare lo stato metabolico cellulare nel mezzo e dopo l’esposizione all’insulto ossidativo nelle 
differenti condizioni adottate negli esperimenti condotti. 
 Preparazione di estratti grezzi di cellule ADF 
Le cellule, raccolte e conservate a -80 °C, sono lisate per ottenere gli estratti grezzi che saranno 
oggetto di varie analisi. La rottura delle cellule è stata effettuata con metodiche diverse a seconda 
delle analisi da effettuare. Per le analisi delle attività degli enzimi del metabolismo dell’HNE, per la 
valutazione del contenuto intracellulare di glutatione e per la valutazione dell’espressione proteica 
(Western blotting), le cellule sono rotte sottoponendole a shock termico mediante tre cicli di 
congelamento e scongelamento; la sospensione viene quindi centrifugata a 10000 x g, per 30 minuti 
a 4 °C e infine si recupera il sovranatante, comunemente definito estratto grezzo.  
Gli estratti grezzi, su cui sono stati effettuati dosaggi spettrofotometrici per la valutazione delle 
attività enzimatiche coinvolte nel metabolismo dell'HNE, sono stati sottoposti a dialisi estensiva per 
12 ore contro tampone sodio fosfato 10 mM pH7.  
La preparazione dei campioni per la determinazione della carica energetica effettuata mediante   
HPLC viene eseguita attraverso l’estrazione acida in PCA 0,6 N. La descrizione dettagliata della 
preparazione dei campioni per l’analisi mediante HPCL della carica energetica è riportata nel 
paragrafo dedicato.  
Determinazione della concentrazione proteica 
La concentrazione di proteine presenti negli estratti grezzi è stata determinata mediante il saggio 
basato sulla colorazione Blue Comassie R-25 (Bradford, 1976). Questo colorante si lega in modo 
aspecifico ma quantitativo alle proteine presenti in un campione formando un complesso che ha un 
massimo di assorbimento alla lunghezza d’onda di 595 nm. Il saggio viene eseguito aggiungendo a 
800 μl di campione proteico opportunamente diluito in acqua, 200 μl del colorante “Biorad Protein 
Assay”. Dopo agitazione della soluzione su vortex e incubazione per 15 minuti a temperatura 
ambiente, viene misurata l’assorbanza della soluzione a 595 nm. Al valore ottenuto viene sottratto 
quello relativo ad un bianco preparato sostituendo il campione proteico con 800 μl di acqua. Per 
determinare la concentrazione proteica si fa riferimento ad una retta di taratura ottenuta utilizzando 





Fig. 28. Retta di taratura per la determinazione della concentrazione proteica. 
 In figura è riportata l’assorbanza rilevata a 595 nm in funzione della quantità espressa in μg di BSA. 
 
Analisi mediante HPLC per la determinazione della carica energetica cellulare  
Il contenuto intracellulare dei nucleotidi purinici in cellule ADF è stato valutato mediante RP-
HPLC, secondo il metodo descritto da Micheli et al. 1993 utilizzando una colonna Supercoil con 
fase stazionaria LC-18 (3 μM) (Supelco, Bellefonte, PA).  
Le cellule (circa 3.000.000 per piastra) sono raccolte mediante tripsinizzazione e centrifugate a 
10000 x g per 3 minuti; dopo aver effettuato un lavaggio del pellet ottenuto con PBS, si procede  ad 
una seconda centrifugazione a 10000 x g per 3 minuti.  
Il campione viene acidificato con PCA 0.6 N finale e si procede con 3 cicli di 
congelamento/scongelamento veloce a -80 °C di 2 minuti ciascuno, con rapido scongelamento a 
37 °C. La soluzione viene quindi centrifugata a 10000 x g per 3 minuti e il pellet conservato a -
80 °C, mentre il sovranatante viene neutralizzato con l’aggiunta di K2CO3 3,5 M e iniettato in 
colonna per essere analizzato. La stabilità dei campioni è stata valutata confrontando i risultati 
dell'analisi ottenuti subito dopo la preparazione del campione e su quello conservato almeno una 
notte  -80 °C non evidenziando differenze significative.  
 L'identificazione dei singoli nucleotidi sul cromatogramma (Fig. 29) è stata effettuata sia 
analizzando soluzioni standard di AMP, ADP, ATP, pretrattate come i campioni, identificando lo 
specifico tempo di ritenzione, sia aggiungendo alle miscele dei campioni i singoli standard ed 



















Fig. 29. Determinazione del contenuto intracellulare di nucleotidi purinici mediante analisi con HPLC.  
La carica energetica è stata calcolata in base al rapporto: ([ATP] + ½ [ADP]) ∕ ([ATP] + [ADP] +[AMP]). 
 
Infine la misura delle concentrazioni dei diversi nucleotidi all'interno dei campioni è stata valutata 
utilizzando una retta di taratura che mette in relazione le concentrazioni note del nucleotide stesso 




















Fig. 30. Retta di taratura per la determinazione della concentrazione di AMP
 
mediante analisi con HPLC. 



























Fig. 31. Retta di taratura per la determinazione della concentrazione di ADP mediante analisi con HPLC.  



















Fig. 32. Retta di taratura per la determinazione della concentrazione di ATP mediante analisi con HPLC.  





Dosaggio del contenuto di glutatione 
I livelli di glutatione intracellulare sono stati determinati spettrofotometricamente secondo un 
metodo brevettato nel laboratorio di biochimica dell’Università di Pisa (Cappiello et al. 2012). Il 
metodo si basa sulla conversione del GSH in cisteina attraverso l’azione della γ-
glutammiltranpeptidasi (γ –GT) e della leucil amminopeptidasi (LAP). La γ-GT catalizza la 
reazione di scissione del legame isopeptidico del GSH trasferendo il glutammato ad un dipeptide 
accettore. I prodotti della γ-GT sono dunque il γ-glutammil-amminoacido e la CysGly; 
successivamente la LAP catalizza l’idrolisi della CysGly a in cisteina e glicina: 
     
 CysGly + H2O           L-Cys + L- Gly (15) 
 
La γ-GT e la LAP sono state purificate nel medesimo laboratorio (la metodica di purificazione è 
descritta nel paragrafo dedicato). La cisteina prodotta reagisce specificamente in condizioni acide 
con la ninidrina a formare un prodotto che ha un massimo di assorbimento alla lunghezza d’onda di 
560 nm. La miscela di saggio ha un volume finale di 250 μl e contiene tampone Tris HCl 100 mM 
pH 8,5, MgCl2 10 mM, MnCl2 0,2 mM, GlyGly 40 mM, LAP 40 mU/ml, γ-GT 40 mU/ml, H2O e il 
campione.  
Il campione per l'analisi del contenuto di glutatione è stato ottenuto precipitando le proteine presenti 
negli estratti grezzi per aggiunta di PCA 0.6 N, e successiva centrifugazione a 10000 x g per 5 
minuti; il pH del sovranatante, prelevato a seguito della centrifugazione, è stato quindi neutralizzato 
per aggiunta di K2CO3 0.35 M finale. La soluzione così ottenuta è stata suddivida in 2 aliquote, 
l’una incubata con DTT 5 mM finale per 30 minuti per la valutazione del contenuto totale di 
glutatione, l’altra riposta in ghiaccio per evitare l’ossidazione spontanea del glutatione e che 
permetterà di determinare il contenuto di glutatione ridotto. La reazione viene fatta partire con 
l’aggiunta della γ-GT. La miscela viene incubata a 37 °C con due prelievi di 125 μl ciascuno, l’uno 
al tempo zero, l’altro dopo 20 minuti bloccando la reazione con acido tricloroacetico (TCA) 5% 
(w/v). I campioni sono centrifugati per 5 minuti a 10000 x g ed il sovranatante viene miscelato 
(1:1:1 volumi) con acido acetico ed una soluzione di ninidrina (25 mg/ml) preparata a fresco 
sciogliendo quest’ultima in tre parti di acido acetico e due di acido cloridrico 4 N. La colorazione 
viene sviluppata incubando per 4 minuti a 100 °C. Dopo raffreddamento, 300 μl di miscela sono 
diluiti con 300 μl di etanolo e l'assorbanza dei campioni viene letta alla lunghezza d’onda di 560 nm. 
La concentrazione di GSH è stata determinata secondo una curva di calibrazione ottenuta con 





Fig. 33. Retta di taratura per la determinazione della concentrazione del GSH.  
In figura è riportata l’assorbanza rilevata a 560 nm in funzione di concentrazioni note di GSH.  
 
Purificazione delle γ-glutammiltranspeptidasi (γ-GT) 
La purificazione dell’enzima γ-GT  viene eseguita a partire dal rene bovino congelato a -80 °C. Il 
primo step della purificazione prevede: scongelamento del rene; recisione di una parte dell’organo e 
seguente misurazione del peso; omogeneizzazione con 5 volumi del tampone di purificazione Tris 
HCl 50 mM pH 8; agitazione in ghiaccio per 30 minuti; centrifugazione a 3020 x g per 15 minuti. 
Il sovranatante ormai privo delle componenti più grossolane, è stato sottoposto a 
ultracentrifugazione per 1 ora a 12888 x g alla temperatura di 4 °C, affinché nel precipitato ottenuto 
dopo ultracentrifugazione siano presenti le componenti membranose e nel sovranatante la frazione 
citosolica. Il precipitato viene poi risospeso in tampone di purificazione addizionato del detergente 
Triton X-100 all’1%, che permette la solubilizzazione delle proteine di membrana, e lasciato in 
agitazione per 12 ore a 4 °C. Al campione ottenuto è stata applicata la tecnica del “salting out” che 
consiste nel sottoporre il campione a precipitazione frazionata in solfato d’ammonio al 50% di 
saturazione. Il campione è stato lasciato in agitazione per 30 minuti e quindi sottoposto a 
centrifugazione a 3020 x g per 25 minuti. Il pellet, in cui è presente l'enzima γ-GT è stato risospeso 
in tampone Tris HCl pH 8. L'attività dell'enzima, valutata utilizzando come substrato la GPNA 
(glutammil-paranitroanilide) è pari a 14 U/ml. 
Purificazione della leucil amminopeptidasi (LAP) 
La purificazione della leucil amminopeptidasi (LAP) è stata fatta a partire da cristallini bovini 
congelati a -20 °C. I cristallini bovini sono posti in agitazione a freddo in presenza di tampone 
fosfato 10 mM pH 7 (in ragione di 1g di peso umido/5ml di tampone) e DTT a concentrazione 5 
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mM. Dopo circa 30 minuti l'omogenato è stato centrifugato a 10000 x g per 20 minuti eliminando in 
questo modo la frazione insolubile costituita da membrane e aggregati proteici. Il volume del 
sovranatante recuperato è 40 ml. 
Al sovranatante (estratto grezzo) ottenuto si aggiungono 0.25 volumi di resina a scambio anionico 
DEAE-cellulosa (DE-52, Whatman) precedentemente lavata ed equilibrata con tampone sodio 
fosfato 10 mM pH 7 contente DTT 2 mM. La sospensione viene tenuta in agitazione a freddo per 45 
minuti e quindi filtrata su carta da filtro per mezzo di un imbuto di Buchner. 
Al filtrato ottenuto nel passaggio precedente viene aggiunto un egual volume di una miscela 
cloroformio/ottanolo (95:5). Dopo agitazione su vortex e centrifugazione a 250 x g si ottengono tre 
fasi: 1)cloroformio; 2)fase intermedia con proteine precipitate; 3)fase superiore acquosa. 
La LAP, a differenza della altre proteine, non precipita con cloroformio/ottanolo e quindi rimane 
nella fase acquosa che viene aspirata. L'attività dell'enzima, valutata utilizzando come substrato la 
CysGly, è pari a 1 U/ml. 
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Dosaggio delle attività dei principali enzimi delle difese antiossidanti  
Di seguito sono riportati i protocolli seguiti per la determinazione delle attività enzimatiche in 
estratti grezzi cellulari. Un'unità enzimatica si definisce come la quantità di enzima necessaria per 
convertire una micromole di substrato in prodotto in un minuto, in condizioni standard (ottimali per 
l'attività di quel particolare enzima). 
Glutatione S-trasferasi 
L'attività enzimatica della glutatione S-transferasi (GST) è stata misurata usando il 1-cloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB) e il glutatione come substrati e seguendo spettofotometricamente la 





 ) (Habig and Jakoby 1981). La miscela di reazione contiene tampone potassio 
fosfato pH 6,5 100 mM, CDNB 1 mM e GSH 1 mM. Al valore ottenuto è stato sottratta la 
variazione di assorbanza relativa a due miscele : una preparata in assenza di GSH, l’altra in essenza 
di estratto grezzo. 
Glutatione reduttasi (GR) 
L'attività della glutatione reduttasi (GR) è stata determinata seguendo spettrofotometricamente a 
340 nm (ε = 6,22 mM-1 cm-1 ) l’ossidazione del NADPH 0.2 mM in presenza di GSSG 0.5 mM 
come substrato, in un tampone di saggio K2HPO4 0.2 M pH 7  addizionato con EDTA 10 mM. 
Glutatione perossidasi (GPx) 
L'attività enzimatica della glutatione perossidasi (GPx) è stata determinata usando H2O2
 
come 
substrato, secondo il metodo di (Lawrence and Burk 1976). In base a tale procedura, che consiste in 





  ), in presenza di glutatione reduttasi (GR) che catalizza la riduzione del GSSG 
prodotto dall'attività della glutatione perossidasi (GPx) opportunamente diluita ad una 
concentrazione finale di 1,27 U/ml. La reazione ha inizio per l'aggiunta di H2O2 0.125 mM, 
utilizzando Tris HCl 100 mM pH 7 come tampone di saggio in presenza di EDTA 0.5 mM, 
NADPH 0,2 mM, GSH 0,2 mM. La velocità di ossidazione non enzimatica è determinata in assenza 
di H2O2 ed è sottratta dalla velocità determinata in presenza dell'enzima. 
Catalasi (CAT) 
L'attività enzimatica della catalasi è stata determinata usando H2O2
 





) in un tampone Na2HPO4 50 mM pH 7,4. 
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Dosaggio delle attività degli enzimi del metabolismo dell’HNE 
Le attività reduttasiche e deidrogenasiche sono state determinate seguendo l’assorbanza 340 nm a 























La miscela di reazione per il dosaggio delle attività deidrogenasiche si compone di:  
 
REAGENTI   CONCENTRAZIONI 





      0.2 mM  
    0.18 mM 
SUBSTRATO: 
- HNE 
- GSHNE  





       0,1 mM  
       0,1 mM 
        10 mM 
          5 mM 
          5 mM 
          5 mM 
REAGENTI   CONCENTRAZIONI 
TAMPONE SODIO FOSFATO PH 6,8      25 mM 
SOLFATO DI AMMONIO     0.4 M  
EDTA    0.5  mM 




- D,L- GLICERALDEIDE 
 
  0.1   mM 
  0.1  mM 
    4    mM 
REAGENTI   CONCENTRAZIONI 




0.2  mM 
SUBSTRATO: 
- D,L- GLICERALDEIDE 
 
  5  mM  
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Determinazione degli addotti HNE-proteine e dell’espressione proteica 
dell’AKR1B1 (Western blotting)  
Sugli estratti grezzi, preparati come descritto precedentemente, è stato valutato il contenuto proteico 
mediante il saggio basato sulla colorazione Blue Comassie R-25 (Bradford, 1976) in modo tale da 
caricare sul gel la stessa quantità di proteina per ogni campione analizzato (10 μg per l’aldoso 
reduttasi e 60 μg per le gli addotti proteine-HNE). 
Elettroforesi in condizioni denaturanti SDS-PAGE  
L’elettroforesi su gel di poliacrilammide al 12% in presenza di SDS allo 0,1% è stata condotta 
secondo il metodo di Laemmli (Laemmli, 1970). Le corse sono state effettuate su apparecchi Mini 
Protean (Bio Rad) con un’intensità di corrente di 20 mA per gel.  
 
Preparazione del gel:  
 
Gel di separazione (12% di poliacrilammide):  
- acqua milliQ 3,300 ml  
- acrilammide-bisacrilammide 30-0,8% 4,000 ml  
- Tris/HCl 1,5 M pH 8,8 2,500 ml  
- SDS 10% 0,100 ml  
- ammonio persolfato (40 mg/ml) 0,050 ml  
- TEMED 0,005 ml  
 
Gel di impaccamento (5% poliacrilammide):  
- acqua milliQ 5,000 ml  
- acrilammide-bisacrilammide 30-0,8% 1,000 ml  
- Tris/HCl 0,5 M pH 6,8 2,000 ml  
- SDS 10% 0,080 ml  
- ammonio persolfato (40 mg/ml) 0,040 ml  







Preparazione del campione: 
 
Ai preparati proteici, opportunamente diluiti, è stato aggiunto sample buffer, una miscela composta 
da:  
- acqua milliQ 9,5 ml  
- glicerolo 50 ml  
- SDS 10% 23 ml  
- Tris fosfato 0,5 M pH 6,8 12,5 ml  
- blu di bromofenolo 1% 5 ml  
 
Sono stati aggiunti inoltre 50 μl di β-mercaptoetanolo per ml di soluzione, appena prima dell’uso.  
La corsa elettroforetica è stata condotta a corrente costante 20 mA per circa 45 minuti  in un 
tampone di corsa a pH 8,8 (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 1%). Al termine della corsa 
l’apparato elettroforetico è stato disassemblato ed il gel recuperato per il passaggio successivo. 
Western  Blotting 
Sul gel di corsa, oltre ai campioni proteici sono stati caricati, quali standard di peso molecolare, 
proteine precolorate che consentono la verifica dell’avvenuto trasferimento proteico. La miscela di 
proteine usate come standard è costituita dai seguenti pesi molecolari: 250 KDa, 130 KDa, 100 KDa, 
70 KDa, 55 KDa, 35 KDa, 25 KDa, 15 KDa, 10 KDa. 
Prima del termine della corsa elettroforetica, la membrana per il trasferimento in PVDF, ritagliata 
per adattarsi al supporto di trasferimento, è stata posta in agitazione in metanolo per 5 minuti.  
Successivamente la membrana, il supporto per il trasferimento e la carta da filtro anch’essa con le 
medesime dimensioni del supporto, sono state immerse per 15 minuti nel tampone di trasferimento 
sotto agitazione. 
 
Il tampone di trasferimento è costituito da:  
- Tris 3,03 g  
- glicina 9,68 g  
- metanolo 200 ml  
- acqua, per un volume finale di 1 ml 
 
Terminata la corsa elettroforetica, il gel di impaccamento è stato eliminato e le proteine presenti nel 
gel di separazione sono state elettrotrasferite sulla membrana PVDF, mediante applicazione di un 
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voltaggio di 90 V per 1 ora e 20 minuti. A trasferimento avvenuto, la membrana è stata posta per 
un’ora a temperatura ambiente nella soluzione bloccante costituita da:  
- latte scremato in polvere al 5% p/v  
- Tween20 allo 0,05% p/v  
- PBS  
 
Terminato il bloccaggio, la membrana è stata sottoposta a 3 incubazioni successive in PBS di 5 
minuti ciascuna. Successivamente la membrana è stata messa in incubazione per tutta la notte con 
l’anticorpo primario anti-AKR1B1 o anti-addotti HNE-proteine  (1 μg/ml) sciolti in una soluzione 
al 3% di latte in PBS e Tween20 0,05%. La membrana è stata quindi incubata per un’ora a 
temperatura ambiente con l’anticorpo secondario anti-IgG anti mouse (3,5 μg/ml) o anti-rabbit (0,35 
μg/ml). 
Per la valutazione dell’espressione dell’actina, la membrana PVDF utilizzata per il 
trasferimento è stata incubata per 30 minuti a 50 °C in una soluzione contenente β-mercaptoetanolo 
100 mM, SDS 2%, e tampone Tris-HCl 6,25 mM pH 6,7. Successivamente la membrana è stata 
posta in agitazione con tampone sodio fosfato pH 7,2 NaCl 0,9% e sono state effettuate 3 
incubazioni da 10 minuti ciascuna in tali condizioni. La membrana è stata quindi bloccata nei siti 
aspecifici mediante incubazione per 1 ora con latte scremato al 5% p/v e successivamente incubata 
con anticorpo anti-actina (2 μg/ml) in latte scremato al 3% p/v per 1 ora a temperatura ambiente e 
quindi incubata con l’anticorpo secondario anti-IgG anti-mouse (17,5 μg/ml). 
A seguito di ogni incubazione, sia in presenza della soluzione bloccante che dell’anticorpo, la 
membrana è stata lavata rapidamente 3 volte in PBS, in aggiunta ai quali sono stati effettuati 3 
incubazioni in PBS, 3 in PBS + Tween20 0,05% p/v, seguiti da altri 3 lavaggi in PBS di 5 minuti 
ciascuno. 
Al termine dei lavaggi, la membrana è stata incubata per 1 minuto in camera oscura, con una 
soluzione di rivelazione, costituita da ugual volumi di luminolo e H2O2, fornita dal kit Immune 
StarTM HRP substrate della Millipore; segue una esposizione su lastra autoradiografica per tempi 
diversi (da 30 secondi a 3 minuti). Infine la lastra è stata posta in una soluzione di sviluppo per 5 
minuti, lavata con acqua e posta in una soluzione di fissaggio per 5-10 minuti; lavata nuovamente 




Replica e analisi statistica 
Ciascun analisi è stata ripetuta per almeno tre prove indipendenti per le diverse condizioni 
sperimentali. I dati sono presentati come media ± SEM; tutte le analisi statistiche sono state eseguite 
utilizzando il software InStat GraphPad, assumendo il Pvalue < 0.05 (ove non diversamente 





















1.1 Caratterizzazione dei sistemi di difesa antiossidanti 
Su estratti grezzi di cellule di astrocitoma umano, ottenuti come descritto nella sezione 
Materiali e Metodi, è stato valutato il contenuto di glutatione intracellulare sia in forma ridotta che 
ossidata (Tab.5A), e l’attività dei principali enzimi coinvolti delle difese antiossidanti, quali 
glutatione reduttasi (GR), glutatione perossidasi (GPx), glutatione S-trasferasi (GST) e catalasi 
(CAT) (Tab.5B). Il contenuto di glutatione e le attività enzimatiche appena citate sono stati valutati 
in estratti grezzi di cellule ADF, secondo le metodiche descritte nella sezione Materiali e Metodi.  
 
A)  B) 
ENZIMI mU/mg  LIVELLI DI GLUTATIONE nmol/mg 
Glutatione Reduttasi 50,7 ± 1,2  Glutatione Totale 68 ± 5 
Glutatione Perossidasi 1,4 ± 0,4  Glutatione Ridotto 64 ± 4 
Glutatione S-trasferasi 580 ± 54 Glutatione Ossidato 4 
Catalasi 5800 ± 238   
 
Tab.5 Attività specifiche degli enzimi delle difese antiossidanti in estratti grezzi di cellule ADF, pannelloA, 




1.2 Attività ossidoreduttasiche associate al metabolismo dell’HNE  
I livelli basali delle attività deidrogenasiche e reduttasiche sono stati valutati utilizzando 
diversi substrati aldeidici, in estratti grezzi di cellule ADF secondo quanto descritto nelle sezione 
Materiali e Metodi e riportati nella tabella 6.  
 
Tab.6 Attività specifiche di ossidoreduttasi  in estratti grezzi di cellule ADF. 
 
Sostanzialmente non si rileva alcuna attività reduttasica NADH dipendente, es. ADH, mentre quelle 
NADPH dipendenti, come l’aldoso reduttasi,  sono in grado di ridurre sia l’HNE che il GS-HNE 





 dipendenti non utilizzano l’HNE come substrato ma il solo GS-HNE con una KM apparente 
rispettivamente di 189,1 μM e 35,6 μM. 
Al fine di caratterizzare ulteriormente queste attività enzimatiche è stato valutato l’effetto di alcuni 
inibitori specifici quali il sorbinil, un classico inibitore dell’aldoso reduttasi, ed il disulfiram 
specifico per alcune classi di aldeide deidrogenasi. In particolare per quanto riguarda le reduttasi, 
l’effetto inibitorio del sorbinil (Tab. 7) suggerisce la presenza dell’AKR1B1 in estratti grezzi di 
ATTIVITÀ  COFATTORE SUBSTRATO mU/mg 
Reduttasica NADPH HNE 3,0 ± 0,3 
  GS-HNE 2,5 ± 0,5 
  GLICERALDEIDE  7,5 ± 1,7   
Reduttasica NADH  HNE ND 
  GS-HNE ND 
  GLICERALDEIDE ND 
Deidrogenasica NADP
+
 HNE ND 
  GS-HNE 57 ± 2   
  GLICERALDEIDE 0,4 ± 0,1 
  PROPIONALDEIDE ND 
  BENZALDEIDE ND 
  ACETALDEIDE ND 
Deidrogenasica NAD
+
 HNE ND 
  GS-HNE 2,2 ± 0,1 
  GLICERALDEIDE 5,3 ± 1,3 
  PROPIONALDEIDE 0,9 ± 0,1 
  BENZALDEIDE ND 
  ACETALDEIDE ND 
  
 80 
cellule ADF, confermata anche dalla cross-reattività degli stessi campioni utilizzando anticorpi anti-
AKR1B1 (Fig. 34).  
Relativamente alle attività deidrogenasiche il disulfiram inibisce parzialmente l’ossidazione della 
D,L-gliceraldeide e della propionaldeide, con un’attività residua del 30%.  L’inibitore risulta 
tuttavia inefficace sul GS-HNE (Tab. 8) suggerendo che l’ossidazione di questo addotto non sia a 
carico delle classiche aldeide deidrogenasi disulfiram sensibili quali ALDH1A1 e ALDH2. 
 
 
Tab. 7 Effetti di inibitori classici sulle attività reduttasiche e deidrogenasiche rispettivamente NADPH e NAD
+ 
dipendenti misurate precedentemente. 
 
 
Tab. 8 Effetto del disulfiram sulle attività deidrogenasiche NADP
+ 
 dipendenti misurata in presenza di GS-HNE 
come substrato.
ATTIVITÀ COFATTORE SUBSTRATO INIBITORE ATTIVITÀ REDISUA % 
Reduttasica NADPH GS-HNE SORBINIL 10 μM  0 
  HNE SORBINIL  10 μM  18 
  GLICERALDEIDE SORBINIL 10 μM 13 
Deidrogenasica NAD
+
 GS-HNE DISULFIRAM 10 μM 100 
  PROPIONALDEIDE DISULFIRAM 10 μM 31 
  GLICERALDEIDE DISULFIRAM 10 μM 32 
ATTIVITÀ COFATTORE SUBSTRATO INIBITORE ATTIVITÀ REDISUA % 
Deidrogenasica NADP
+
 GS-HNE  DISULFIRAM 10 μM  89 
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1.3 Esposizione di cellule ADF a trattamenti con H2O2 ed HNE 
1.3.1 Rimozione del H2O2  dal mezzo di incubazione 
Il trattamento delle cellule ADF a condizioni di stress ossidativo prevede l'aggiunta di H2O2 
e successivamente HNE al mezzo di incubazione come descritto nella sezione Materiali e Metodi. 
Inizialmente è stata quindi valutata la capacità delle cellule di rimuovere il perossido di idrogeno 








Fig. 35  Rimozione del perossido di idrogeno (H2O2 ) dal mezzo di incubazione. Pannello A) Le frecce indicano i 
tempi di aggiunta di H2O2 150 μM; panello B) la stabilità dell’ H2O2  è stata valutata nel solo HBSS, con due differenti 
concentrazione di H2O2, e (pannello C) in un mezzo di incubazione precondizionato un’ora sia con cellule di controllo 
(linea blu), sia con cellule esposte all’insulto ossidativo (linea rosa). 
 
Il dosaggio del perossido di idrogeno viene effettuato su aliquote prelevate dal mezzo di 
incubazione, come descritto nella sezione Materiali e Metodi, al tempo zero e dopo 30 minuti 
osservando una completa rimozione dal mezzo. Dopo la lettura, al mezzo di incubazione delle 
cellule è stato quindi aggiunto H2O2  ed è stata nuovamente misurata la concentrazione residua del 
perossido presente nel mezzo dopo ulteriori 30 minuti di incubazione: le cellule sono ancora in 
grado di rimuovere attivamente il perossido di idrogeno dal mezzo (Fig.35, pannello A).   













































Come controllo è stata valutata la stabilità del perossido di idrogeno in HBSS (Fig. 35, pannello B)  
ed in un mezzo di incubazione precondizionato un'ora sia con cellule di controllo sia con cellule 
esposte all’insulto ossidativo ( Fig. 35, pannello C).  
1.3.2. Rimozione dell’HNE dal mezzo di incubazione 
La rimozione dell’HNE dal mezzo di incubazione (HBSS) è stata valutata attraverso un saggio 
colorimetrico come descritto nella sezione Materiali e Metodi, al tempo zero e dopo 30 minuti. Per 
ogni misurazione sono state prelevate aliquote di 200 μL del medium a cui si aggiungono gli 
opportuni reagenti per poter seguire spettofotometricamente la rimozione dell’HNE. In Fig. 36, 
pannello A, è riportata la concentrazione residua di HNE nel mezzo di incubazione espressa in 
funzione del tempo osservando che le cellule pretrattate con perossido di idrogeno (linea rossa Fig. 
36, pannello A) e le cellule incubate per 5 ore nel solo HBSS  (linea blu in Fig. 36, pannello A), 
sono attivamente in grado di rimuovere l'HNE dal mezzo di incubazione.  Come per l’H2O2, anche 
in questo caso è stata valutata la stabilità dell’HNE in HBSS (Fig. 36, pannello B ) ed in un mezzo 
di incubazione precondizionato un'ora sia con cellule di controllo (linea blu in Fig. 36, pannello C) 




Fig. 36  Rimozione del 4-idrossi-2,3-nonenale (HNE ) dal mezzo di incubazione. Pannello A) Rimozione dell’HNE 
20 μM dal mezzo di incubazione: in blu è riportata la rimozione dall’HBSS dell’HNE 20 μM; in rosso la rimozione 
dell’HNE 20 μM  dallo stesso mezzo di incubazione di cellule pre-trattate con H2O2  150 μM; panello B) la stabilità 
dell’HNE  è stata valutata nel solo HBSS, con due differenti concentrazione di HNE e (pannello C) in un mezzo di 
incubazione precondizionato un’ora sia con cellule di controllo (linea blu), sia con cellule esposte all’insulto ossidativo 
(linea rossa). 








































1.4 Effetto dello stress ossidativo su cellule ADF nelle diverse condizioni di 
esposizione 
Il trattamento di stress ossidativo sulle cellule è stato riportato nella sezione Materiali e Metodi, 
dove sono stati indicati i tempi di raccolta delle cellule esposte a differenti trattamenti.  
Le cellule sono state raccolte dopo 5h 30’ dall’esposizione ad H2O2 ed HNE, dopo 24 e 48 ore 
dall’inizio dell’esperimento (Fig.26 in sezione Materiali e Metodi). 
1.4.1 Vitalità cellulare  
L'effetto dello stress ossidativo applicato è stato valutato sulla vitalità e sulle modifiche del 
metabolismo cellulare in cellule di controllo (barre blu), cellule sottoposte al solo trattamento con 
perossido di idrogeno (barre rosse) o HNE (barre verdi) e cellule sottoposte al trattamento con 
perossido di idrogeno seguito dall'incubazione con HNE (barre rosa). In Fig. 37 sono riportati i 
risultati delle analisi su cellule raccolte ai diversi tempi di incubazione valutando il numero di 
cellule residue adese per piastra (pannello A) ed effettuando il test dell'MTT relativo all'attività 
delle deidrogenasi mitocondriali (pannello B).  
In cellule ADF incubate con solo perossido di idrogeno si osserva una riduzione del 30% del 
metabolismo MTT dopo 5h 30’ di incubazione (Fig. 37 pannello B), indicando un danno 
intracellulare associato ad enzimi che metabolizzano l'MTT che non risulta tuttavia correlato ad una 
significativa variazione nel numero di cellule adese (Fig. 37 pannello A).  
La capacità di recupero dello stress è stata valutata rimuovendo il mezzo di incubazione HBSS dopo 
5h 30’ e sostituendolo con un terreno fresco DMEM. I risultati ottenuti sul numero di cellule 
aderenti valutato alle 24h e alle 48h mostrano come sia i singoli  trattamenti con HNE (barre verdi) 
che con perossido di idrogeno (barre rosse) abbiano un effetto citotossico, che risulta tuttavia più 
marcato dopo 24 ore di recupero su cellule trattate con entrambi gli effettori di stress ossidativo 
(barre rosa). Nelle condizioni di recupero in DMEM, sia alle 24 che alle 48 ore le cellule 
mantengono tuttavia una attività metabolica elevata, come dimostra il metabolismo dell’MTT (Fig. 
37 pannello B). Una conferma dei risultati ottenuti deriva dalla valutazione della carica energetica 
(sezione Materiali e Metodi) che non mostra una differenza significativa fra cellule trattate e di 










Fig. 37 . Pannello A) Determinazione  del numero di cellule adese; pannello B) Saggio dell’MTT su 50000 cellule 
per condizione. In blu sono riportate le cellule di controllo; in rosso, le cellule esposte ad H2O2; in verde, le cellule 
esposte ad HNE ed in rosa, le cellule esposte ad H2O2 e HNE. I valori sono riportati come media  ± SEM  e ripetuti 













Fig. 38. Determinazione della carica energetica di cellule ADF nelle diverse condizioni di trattamento. In blu sono 
riportate le cellule di controllo; in rosso, le cellule esposte ad H2O2; in verde, le cellule esposte ad HNE ed in rosa, le 

















































































1.5 Effetto dell’H2O2 e HNE sull’attività delle glutatione-S-trasferasi (GSTs) in 
cellule ADF 
L’attività delle GSTs, classe di enzimi chiave coinvolta nei processi di detossificazione dell’HNE, è 
stata misurata in estratti grezzi di cellule ADF nelle diverse condizioni e raccolte a 5h 30’, 24h e 
48h dall’esposizione iniziale, come riportato nella sezione Materiali e Metodi.  
 
 
Fig. 40 Attività specifica (%) delle glutatione S-trasferasi (GSTs). In blu sono riportate le cellule di controllo; in 
rosso, le cellule esposte ad H2O2; in verde, le cellule esposte ad HNE ed in rosa, le cellule esposte ad H2O2 e HNE.  
 
 
L’attività specifica delle GSTs,  non subisce alcun cambiamento statisticamente significativo nelle 
diverse condizioni di stress applicate, lasciando supporre l’attivo coinvolgimento delle GSTs nella 

























1.6 Effetto dell’H2O2 e HNE sulle attività deidrogenasiche e reduttasiche 
NADP(H) dipendenti di cellule ADF 
Le attività degli enzimi del metabolismo dell’HNE, deidrogenasi e reduttasi NADP(H) dipendenti, 
sono state misurate in estratti grezzi di cellule ADF nelle diverse condizioni e raccolte a 5h 30’, 24h 
e 48h dall’esposizione iniziale, come riportato nella sezione Materiali e Metodi ed utilizzando 







Fig. 39 Attività spechifice (%) degli enzimi del metabolismo dell’ HNE.  Attività deidrogenasiche NADP+ 
dipendenti con GS-HNE come substrato, pannello A, e reduttasiche NADPH dipendenti con D,L-gliceraldeide come 
substrato, pannello B, in estratti grezzi di cellule ADF esposte a stress ossidativo. In blu sono riportate le cellule di 
controllo; in rosso, le cellule esposte ad H2O2; in verde, le cellule esposte ad HNE ed in rosa, le cellule esposte ad 
H2O2 e HNE.  
 
Relativamente alle attività deidrogenasiche NADP
+
 e reduttasiche NADPH dipendenti non si 
osserva alcun cambiamento statisticamente significativo a seguito dell’esposizione all’insulto 















































Dall'analisi di Western blotting effettuata utilizzando un anticorpo policlonale anti-AKR1B1 (Fig. 
40) si osserva come i livelli della proteina AKR1B1 rispecchino i livelli delle attività enzimatiche 
NADPH dipendenti sia in cellule di controllo che in cellule esposte, per tempi diversi, alle differenti 
condizioni di stress ossidativo. 
   
            5h 30’                        24h                          48h             
AKR1B1    
β-actina    
    1   2        3        4    1      2       3      4    1      2       3      4 
Fig. 34 Western blotting per la valutazione dell’espressione della proteina AKR1B1. Corsia 1:controllo; corsia 
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Elevati livelli intracellulari di ROS ed efficienti sistemi di difesa antiossidanti sono due degli 
aspetti caratteristici che distinguono una cellula tumorale da una cellula normale (Fruehauf and 
Meyskens 2007). Infatti, le attività dei principali enzimi delle difese antiossidanti hanno mostrato di 
essere significativamente alterate in cellule maligne (Oberley and Oberley 1997) e nei tumori 
primari (Hu et al. 2005), suggerendo una regolazione aberrante dell’omeostasi redox cellulare che 
favorirebbe i meccanismi di adattamento delle cellule cancerose allo stress. Tale aspetto si 
evidenzia anche in cellule di astrocitoma umano, oggetto di analisi di questo lavoro di tesi, in cui 
risultano elevati sia  i livelli di alcune attività quali glutatione reduttasi (GR), glutatione S-trasferasi 
(GST) e catalasi (CAT), (Tab. 5A), sia il rapporto GSH/GSSG (Tab. 5B), sottolineando 
probabilmente un sostanziale potenziamento dei sistemi delle difese antiossidanti, che favorirebbe 
ulteriormente l’adattamento delle cellule tumorali all’insulto ossidativo.  
Un abbondante contenuto lipidico, in particolare di PUFAs e un contesto redox cellulare alterato 
come quello tumorale, sono le caratteristiche che predispongono un tessuto cerebrale tumorale ai 
processi di perossidazione lipidica.  L’elevata reattività del 4-idrossi-2-nonenale, tra le principali 
aldeidi formatesi da questo processo, e i livelli intracellulari elevati di glutatione (GSH)  
indirizzerebbero i processi di detossificazione dell’aldeide verso la formazione dell’addotto GS-
HNE che avverrebbe principalmente in una reazione enzimatica catalizzata dalla GST. Il 
coinvolgimento delle attività degli enzimi del metabolismo delle aldeidi potrebbe quindi rendere le 
cellule tumorali maggiormente protette dall’effetto citotossico delle aldeidi stesse; di fatto, la 
valutazione dei livelli basali delle attività ossidoreduttasiche associate al metabolismo dell’HNE in 
cellule di astrocitoma umano, ha messo in evidenza il possibile coinvolgimento di attività 
deidrogenasiche e reduttasiche rispettivamente NADPH e NAD(P)
+
 dipendenti nei processi di 
detossificazione del 4-idrossi-2,3-nonenale.  L’addotto GS-HNE, a seguito della sua formazione, 
può essere metabolizzato in una via riduttiva e/o ossidativa  (Meyer et al. 2004). Per quanto la 
potenzialità catalitica di estratti cellulari di ADF sia confrontabile in termini di affinità apparente 
per la forma ossidata e ridotta del NADP(H)  (KM apparente NADPH  e NADP
+
 rispettivamente di 
31,5 μM  e 35,6 μM) è da sottolineare il particolarmente elevato livello di attività deidrogenasica 
che risulta circa 25 volte superiore a quello dell’attività reduttasica NADPH dipendente (Tab. 6). 
Ciò lascerebbe presupporre che nel metabolismo del GS-HNE, la via principale sia quella ossidativa 
a carico di un’attività deidrogenasica NADP+ dipendente,  una attività che peraltro non subisce 
variazioni nelle condizioni di stress applicate (Fig. 26) che possono predisporre alla formazione 
dell’addotto GS-HNE (Siems et al. 1997), substrato dell’enzima. Se a ciò si aggiunge l’evidenza di 
un buono status metabolico delle cellule dopo 24 e 48 ore di recupero dallo stress, indicato 
dall’MTT elevato (Fig.37, pannello B) e dalla carica energetica essenzialmente invariata rispetto a 
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cellule non esposte a condizioni di insulto ossidativo (Fig. 38), si rafforza il quadro che descrive le 
cellule ADF dotate di uno straordinariamente efficace sistema di difesa da condizioni di stress 
ossidativo. 
 Abbiamo già sottolineato come i dati di letteratura relativi al metabolismo dell’HNE 
indichino quale via preferenziale la formazione dell’addotto GS-HNE, anche in associazione agli 
elevati livelli cellulari di GST (Hayes and Pulford 1995), e la sua riduzione a GS-DHN, molecola 
chiave nel signaling cellulare in condizioni di stress ossidativo (Yadav and Ramana 2013). La 
principale indicazione che emerge da questo lavoro sperimentale è la effettiva potenzialità catalitica 
delle cellule ADF di dirottare il GS-HNE per azione di deidrogenasi NADP
+
 dipendenti verso un 
percorso ossidativo. Tale risultato andrebbe ad integrarsi con quanto già riportato in letteratura, non 
solo in termini di una semplice detossificazione dell’addotto GS-HNE nella sua forma ossidata, ma 
anche in termini di  modulazione del segnale di signalling cellulare GS-DHN dipendente. 
Una futura valutazione dei livelli dei metaboliti intracellulari sia in termini di cofattori 
piridinici che degli stessi metaboliti dell’HNE potrà consentire di determinare la rilevanza relativa 
delle vie di trasformazione ossidativa e riduttiva dell’HNE individuando auspicabilmente i fattori 
che modulano il necessariamente fine bilanciamento tra tali vie metaboliche. 
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